N

N

Ro6le du récepteur nucléaire RORadans la survie et la
différenciationneuronale
Fatiha Boukhtouche

» To cite this version:

Fatiha Boukhtouche. Role du récepteur nucléaire RORadans la survie et la différenciationneuronale.
Neurosciences [g-bio.NC]. Université Pierre et Marie Curie - Paris VI, 2006. Frangais. NNT:
tel-00080417v1

HAL Id: tel-00080417
https://theses.hal.science/tel-00080417v1
Submitted on 16 Jun 2006 (v1), last revised 12 Jul 2006 (v2)

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-00080417v1
https://hal.archives-ouvertes.fr

THESE DE DOCTORAT DE L'UNIVERSITE PIERRE ET MARIE CURIE - PARIS 6
Spécialité : NEUROSCIENCES

Ecole Doctorale Cerveau-Cognition-Comportement

Présentée par

Fatiha Boukhtouche

Pour obtenir le grade de DOCTEUR DE L'UNIVERSITE PARIS VI

Réle du récepteur nucléaire RORa
dans la survie et la différenciation

neuronale

Soutenue le 14 mars 2006, devant le jury composé de:

Pr Alain Trembleau Président du jury
Pr Jacques Samarut Rappporteur

Dr Josef Kapfhammer Rapporteur

Dr Patricia Gaspar Examinateur

Dr Bernard Brugg Examinateur

Pr Jean Mariani Directeur de thése



A mes parents,

A Nono



Remerciements

Clest avec une certaine émotion que j'écris ces remerciements. Beaucoup de personnes
auront contribué, de pres ou de loin, sur le plan scientifique ou personnel, a I'aboutissement de ce
travail.

Mes remerciements vont tout d'abord au Pr Jean Mariani. Merci pour m'avoir accueillie
dans son laboratoire et pour avoir dirigé cette these. Je tiens a le remercier pour son encadrement
scientifique, pour m'avoir guidée, pour m'avoir donné les moyens de mener ce projet au mieux,
et pour toute la confiance qu'il m'a accordée et toute I'autonomie qu'il m'a permis d'avoir. J'ai
ainsi réussi - je pense - a m'investir au mieux afin de réussir ce projet scientifique et personnel
qu'est une theése. Je tiens aussi et surtout a le remercier pour tout son soutien, toute sa
disponibilité en dépit d'un emploi du temps 6 combien chargé, ses nombreux encouragements, et
aussi pour ses qualités humaines. Je pense avoir énormément appris, et j'espere que je saurai a
I'avenir appliquer tout ses conseils. Merci aussi pour tous les agréables moments et les rires
partagés au labo! Tout cela aura contribué a ce que ma these soit ce qu'elle est... et jespere de
tout cceur qu'elle est a la hauteur de ce qu'il espérait. Donc, un GRAND MERCI Jean!

Merci également au Dr Bernard Brugg d'avoir participé a la direction de cette these,
merci pour son aide, son soutien et ses encouragements, sa constante bonne humeur, et nos
nombreuses discussions constructives. Il m'aura lui aussi permis une grande autonomie, et
encouragé dans mes initiatives. Donc, merci Bernard!

Je tiens a remercier chaleureusement les membres de mon jury: le Pr Jacques Samarut et
le Dr Josef Kapfhammer pour avoir accepté la lourde tache de rapporteur, le Pr Alain
Trembleau d'avoir accepté de présider cette these, et le Dr Patricia Gaspar d'avoir accepté le role
d'examinateur, apres avoir été quelques années plus tot rapporteur de mon DEA.

Merci a Yolande Lemaigre-Dubreuil pour sa contribution et son aide, ses conseils et son
soutien, en particulier pendant mon DEA et au début de cette these. Merci pour les tres
rigoureuses corrections des textes divers. Merci pour sa grande disponibilité au milieu de ses tres
nombreux enseignements.

Merci également au Dr Jacques Mallet de m'avoir permis de réaliser les vecteurs
lentiviraux dans son labo, au LGN. Il m'a donc permis de réaliser une grande partie des
expériences de cette these, en étroite collaboration avec le Dr Guilan Vodjdani. Merci a Hamid
Mammeri et Chamzy Sarkis pour leurs conseils en vecteurs viraux avant de commencer cette
collaboration, et a tous les membres du LGN qui ont toujours été disponibles et accueillants lors
de mes nombreux passages au labo. J'ai passé dans ce labo des moments tres agréables et appris
beaucoup de choses.

Je tiens a adresser tout particulierement mes remerciements tres chaleureux a Guilan
Vodjdani, qui m'a encadrée pour la construction et l'utilisation des virus, et avec qui j'ai
beaucoup appris techniquement et scientifiquement. Elle a toujours été préte a m'aider sur le plan
scientifique et aussi personnel. Ses conseils, son soutien et son écoute ont été des plus utiles dans
I'aboutissement de cette thése. Merci Guilan, tu as toute mon amitié, et je souhaite avoir la tienne!

Mes remerciements s'adressent également a Isabelle Dusart, pour toute son aide et tout
son intérét. J'ai énormément apprécié nos discussions, son regard critique et j'ai beaucoup appris



a ses cotés. J'admire cette grande curiosité scientifique dont elle fait preuve. Un grand merci dong,
Isabelle, pour tout ce que tu m'as apporté, et pour I'exemple que tu es. Travailler et interagir avec
toi a été une grande chance pour moi, merci!!!

Merci également a Rosine Wehrlé qui m'a appris des techniques d'histologie et de culture
de cervelet. Merci Rosine pour ta gentillesse, ta disponibilité et ta patience.

Merci a Joelle Bakouche pour son aide technique et pour avoir partagé mon bureau de
fagon si agréable, pour son écoute, son soutien, sa présence chaleureuse, et pour avoir supporté
I'ordre (!!!) de mon bureau...

Merci a tous les membres du labo DVSN, qui ont tous toujours été préts a m'aider ou me
conseiller, qui ont toujours été disposés a écouter une répétition d'un topo, a relire un texte...
Donc, merci a tous, et en particulier a Béatrice Vernet Der-Garabedian qui m'aura initiée a
I'expérimentation a mon arrivée dans le labo en maitrise, a Florence Frederic pour son aide en
analyses statistiques et pour nos nombreuses discussions et a Hadi Zanjani pour son aide en
histologie, a Christopher Jarvis pour ses conseils en biologie moléculaire, a Vanessa Gautheron
pour son aide en culture. Un merci tout particulier aussi a Ann Lohof pour ses conseils et la
relecture des manuscrits en anglais... et pour ses conseils de prononciation ('R" dans "RT-
PCR"...), a Francoise Bazire qui a toujours été d'une grande efficacité dans la bonne humeur, a
Mohamed Doulazmi toujours disponible pour les problemes informatiques...

Merci également a tous les étudiants du labo, Aline, Sandrine, Nicolas, Sonja, Nathalie,
Géraldine, Mathieu, Alexandra, Mélina et Benoit, pour leur aide, leur amitié et tous les
moments agréables qu'on a pu partager...

Un merci tout particulier a ceux qui ont toujours été présents dans et hors du labo, en
particulier Nicolas, Vanessa, Mathieu, Géraldine, Sonja et aussi a Delphine. Merci pour nos
longues discussions, pauses cafés ou déjeuner, votre écoute, votre enthousiasme dans les
moments heureux, votre soutien dans les moments plus difficiles, et tout simplement pour
m'avoir supportée... Vous étes tous devenus pour moi bien plus que des "collegues". J'espere
conserver cette amitié longtemps.

Je veux également remercier ici mes parents, mes soeurs et mes "grands-parents” suisses,
a quije dois aussi d'en étre arrivée la. J'espere qu'ils seront heureux et fiers de cette these.

Merci également a tous ceux qui m'ont soutenue, qui ont partagé toutes ces années avec
moi, et qui ont permis de me "sortir" des cultures neurones corticaux ou des cellules de Purkinje,
avec qui on a tenté de refaire le monde, qui m'ont supporté dans mes mauvais moments, qui ont
partagé les heureux moments de ces derniéres années: Sofiane, les inévitables thésards : ceux du
labo qui se reconnaitront, Vincent, Amélie, Thibaut, Julie, Lionel, Jan, Karim, Seb, Annie, Sévé,
Laura, Karen, Julien, ceux que j'aurais oubliés (pardon), et Pierre. Merci a vous tous, vous avez
tous participé a votre maniere!!!



SOMMAIRE

RESUME ....ceeeeeiiinii e e n s e s s n e mn e 4

LISTE DES FIGURES ET TABLEAUX ...cuureuureassensrmnssesssenssnnssenssenssnnssenssnnssnnssnnssnnnss 6

ABREVIATIONS ..eeiiiiiiiiisissssssssnnsnsssisiisssssssssssssssensisssssssssssssssnsnssnnssssssssssnns 9

AVANT-PROPOS ...euuusssasssrrrrnnsssssssssssssssserernsssssssssssssssmemennssssssssssssssssneennnnnnns 12

INTRODUCTION ...uuissirrrrnnnsnnsssssssssnerrnnsssssssssssasas s e e e r e nsmmnssnsssas s e e e e e nnnnnnnnnnssn 17

I. LE RECEPTEUR NUCLEAIRE RORQL ...cceeeeeeeeeeeeeeeeeeeneeeeesesseesessssssssssssssssssssssssssssses 18
I.1. La superfamille des récepteurs nucléaires : des régulateurs clés du

développement, de I’organogenése et de I’homeéostasie .......coueeeevericcrercsceressneressneecnns 18

L1.1. Structure des récepteurs NUCIEAITES...................cccueevceieecieiiiiieeiieesiieesiee e 19

1.1.2. Classification des récepteurs NUCIEAITes ...................ccoccveveeiiiiiiianiiaiienieenen, 22

1.1.3. Liaison des récepteurs nucléaires a [’ADN .............cc..ccoceeveiieniiiiiiiieniineeneans 24

1.1.4. Modulation de I’activité transcriptionnelle par les récepteurs nucléaires......... 28

L 1.5. La famille des récepteurs orphelins..............c...ccoeevvuveeviieiiiieeiieeecie e 31

L.2. Le groupe des récepteurs ROROL P, Yeuieoieereesisnsessesunsensessnsansesssssssssssssssssssssssassasas 32

1.2.1. CloNAE AES RORS..........cc.ooeeeeeeiiieeciie et 32

1.2.2. Structure des protéines ROR...............cccoceeiiaiieiiiaiieeeeeeee e 33

1.2.3. Localisation chromosomique des genes ROT ...............ccccoeevveeeciiesiieeniieeiieann, 35

1.2.4. Profils d'expression des RORS ...............cccocoueiieioiasieeeieeiieee e 35

1.2.5. Fonctions des protéines ROR.................ccccueevuieeiieeeiiieeiiie e siee e 36

1.2.6. Expression des protéines ROR au cours du rythme circadien............................ 37

L.3. ROR« et régulation de la transcription...................... 38

1.3.1. Modes de liaison @ 'ADN ...............cccccooiiiiiiiiiiiiieiie et 38

1.3.2. ROR o, un activateur transcriptionnel? ................ccccccoeecveveeeeciieneeneeiieeeenens 40

1.3.3. Les co-activateurs et les co-répresseurs de RORO.................cccccceecvevieeeannnn. 40

1.3.4. Contréle de l'activation transcriptionnelle par ROR ..................ccccovvuveeennn.n. 41

1.3.5. Interactions fonctionnelles avec d'autres récepteurs...............ccooeuvvuvencvnencnnnnns 46

1.4. Les génes cibles de ROROL......cccouiieiviicisnnicssnnicssnnicsssnissssncsssnssssssosssssosssssssssssssssese 50

L.5. Roles physiologiques de RORQ, un récepteur aux fonctions multiples.............. 57

1.5.1. RORa participe au développement et au vieillissement du cervelet................... 58

L5.2. ROR et métabolisme de l'os et du cartilage..................c...cccevvvuvevcieencenannnnnn, 60

1.5.3. ROR o, modulateur de l'immunité et de la réaction inflammatoire .................... 61

1.5.4. ROR o, métabolisme lipidique et athérosclérose ...................cccoovvvciancnacnannnn.. 62

1.5.5. ROR 0, angiogenése et Systeme VASCULAITe ................ccccccveveeecieenieaieiieeieeins 64



L.5.6. ROR O participe @ la MYOZENESE ............ccccueeveeeeiiieeiieeiiieeeiee e eiee e 64

L5.7. ROR O €t CANCEFOZONESE. ...........cecevveeieeaeeeieeeeeeeiee e eae e esae e sisaeeniveeeiaeeens 65
L5.8. ROR QI MYPOXTE ...ttt 66
1.5.9. ROR O et rythimes CIFCAAIONS ..............cc.oeviieiieeieiieeeie et 67
I1. SURVIE & DIFFERENCIATION DES CELLULES DE PURKINJE DU CERVELET ..... 70
I1.1. Anatomie générale du cervelet et fONCtiON.....cccceierrueicrsuricsrercsssercssnrcsssnsssanesssanes 70
11.1.1. Structure du cortex cérébelleux ................ccccouiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiie et 71
11.1.2. Les afférences du cortex cérébelleux..................cccuvvvmviiiiiiiiiianiiaiiaiieaeanenn. 75
11.1.3. Réseau neuronal du cortex cérébelleux.................ccccovviiiiiiniiniiiniiniiaiiancnns 76
11.1.4. Les noyaux profonds du Cervelet ...............couuviiiiaiiiiiiiiiieiiieiieeieeeeeee e 78
I1.2. Développement du CEIVelet.....ccuuiirnrerersrercssaricssanessseresssnssssssssssasssssasssssssssasssssassses 79
11.2.1. Développement embryONRAITeE. ..............cccoeeeveeecuieesiiieeeiee e eeeeevee e 80
11.2.2. Provenance des catégories cellulaires cérébelleuses.................c.cccoevvaevnn.. 81
IL1.3. Survie des cellules de Purkinje .......cccccceeececcnercccccnnneccscnnns 84
11.3.1. Survie neuronale, apoptose et Stress OXYAQLif .........cc..cooevvvveeeieeriieeniieeeeaeens 84
11.3.2. Mort des cellules de Purkinje pendant le développement et le vieillissement
FROFTIAL. ..ottt ettt ettt ettt et 95
11.3.3. Mort non physiologique des cellules de Purkinje..............c...cccccooevevvvanianncn.. 98
I1.4. Différenciation des cellules de Purkinje.......cccecceervercscercssrnrcssanessascsssescssanssssanes 102
11.4.1. Différenciation "biochimique" des cellules de Purkinje..................c....c......... 102
11.4.2. Différenciation dendritique des cellules de Purkinje .................cc..cccccoeee.... 103
11.4.3. Interactions avec la différenciation des autres cellules : cas des grains ........ 106

IL.5. Facteurs influencant la différenciation et la survie des cellules de Purkinje.. 109

11.5.1. Influence des facteurs tropRIGUES ...................cceeceeeceeeceeeiieeieeieee e 109
11.5.2. Roles des Protéines Kinases C ...........cccccuooiiiiaiiiiiieiiiiiieiieaeee e 110
11.5.3. Role de l'activité DioéleCtrique ...................ccooovueeeieiiiiiieiieeeeeee e 110
11.5.4. Influence des hormones thyroidiennes ...............c...ccceeevueevieeenieeenieeenieeennnns 111
11.5.5. Influence des hormones Stéroidiennes.................cccccceevvevcieeceieeeseeeiieneeane 112

I1.6. Role du récepteur nucléaire RORa dans la survie et la différenciation des

cellules de Purkinje. .......ccceeeiercneicscnicssnnicssnnccssnnssssnncssnncssasnenes 113
11.6.1. Pertes neuronales chez le mutant StAgQerer.................ccoeceeeeveeeeeeeenvenenane. 114

11.6.2. Différenciation des cellules de Purkinje chez staggerer ................ccc.ccuuenn... 115
RESULTATS EXPERIMENTAUX «.uuuusussssrrrrsssssnsssssssssssmmmmmssssssssssssssssseeenssnsnnnnnns 117
I. ROLE DE RORO DANS LA SURVIE NEURONALE .....cccceeeeeeeeeeesessssssssssssssssssssssssses 118

I.1. La surexpression de RORq. protege les neurones corticaux d'une apoptose
induite par un stress 0Xydatif.......ccocceeevvricrcrinssnrcsisnrcssnncssencssnnncns 119

Article I: HROR ol overexpression protects neurons against oxidative stress-induced
APDOPLOSIS ..o eeeee e e e et e e ettt e e et e e e et e e e eneb e e e entbeeeeentaeeeeansaeeeeennaeeeeens 119

I.2. La surexpression de ROR« permet une meilleure survie des cellules de
Purkinje en culture organotypiqUe...........ceeecccveeccsnicssnsncssnnecssssecssssesssssesssssssossosnses 133



II. ROLE DE RORO DANS LA DIFFERENCIATION NEURONALE...ccccoeessseecsssnsssscsens 136

I1.1. ROR« controle les étapes précoces de la différenciation des cellules de
PUTKINJE..uuneriiiiiiiniiininiiininnicnsnticssnnicssnnicsssnesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessnses 137

Article II: ROR o controls the early steps of Purkinje cell dendritic differentiation. 137

I1.2. L'action de I'hormone thyroidienne (T3) dans la différenciation précoce des
cellules de Purkinje implique ROROQOL ....cccovueievvuricivnniissnricssnninssnncsssncssnsncssnsncssssscssnsene 147

Article III: Thyroid hormone (T3)-induced early PC differentiation involves RORo 147

D 11 oL o 171

I. ACTION DE RORO DANS LA SURVIE NEURONALE ....ccceeeeeeeeeeeessssssssssssssssssssssssses 173
I.1. RORO proteége les neurones corticaux en culture en régulant le stress oxydatif.
...................................................................................... 173
I.2. Role neuroprotecteur de RORO dans les cellules de Purkinje en culture
OFZANOLYPIQUE c.cuverririurrersrrcsssrrcsssrecssssesssssesssssesssssssssssessssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssese 175
1.3. Hypotheses sur l'influence de RORQ sur la survie des neurones au cours du
développement et du VieilliSSement.........ccocueievveiiirrinssnrinssnnisssnnessssncsssnessssnesssssesnsees 176

I1. ACTION DE RORO DANS LA DIFFERENCIATION NEURONALE ....ccceeeeeeeeeeeeeneees 178
I1.1. Role de ROR« dans la différenciation des cellules de Purkinje............c......... 179

I1.2. Réle des hormones thyroidiennes dans la différenciation précoce des cellules de
PUTKINJ@.ouurrrriiiinnriiniisnniicsssnnicssssnnnissssssnecssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnssss 181

II1. L'ETAPE DE REGRESSION DENDRITIQUE EST-ELLE LIEE A UNE APOPTOSE
DEVELOPPEMENTALE DES CELLULES DE PURKINJE? CONSEQUENCES CHEZ LE

MUTANT STAGGERER .coeeeeceeceesecscrscoscsscscsossscssssossesssssessssssssssssssssssessessssssssssssssssssssses 185
CONCLUSIONS & PERSPECTIVES .reuiessrassassesssassassenssnssassesssnssasssnssnssassenssnnsnnss 187
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES ...vuueuresresssssnssssessassassassnsessessassnssnssnsansnnsnnsns 190
AANNEXES ©euvuueuieuresressassnsessassassassssessessasssssssessessasssssssessnssassnssnsessansansnnennen 213

LiSte deS PUDLICATIONS ......ceeeereeeeneeeiereeeeereeeeesesssscsssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssases 214
Article I'V: The ""CholesteROR" protective pathway in the vascular system. ....... 215

Article V: RORO, a crucial nuclear receptor for Purkinje neuron survival and
differentiation: from development t0 AZeING ........ccecervvericsirnrrccsssnnnecssssnnecsssnseesssnnns 224



RESUME



RORa (Retinoic acid receptor related Orphan Receptor o) est un récepteur nucléaire
dont la perte de fonction entraine chez la souris staggerer - entre autres phénotypes - une
sévere ataxie cérébelleuse. RORo a longtemps été considéré comme un récepteur nucléaire
orphelin, cependant, le cholestérol (ou un de ses dérivés) semble Etre un ligand physiologique
de ce récepteur.

Le mutant staggerer, identifi¢ dés 1962 par Sidman, Lane et Dickie, présente une
hypoplasie cérébelleuse liée a 1'absence de la grande majorité des cellules de Purkinje, ainsi
que des grains du cervelet. L'expression de la mutation staggerer dans les cellules de Purkinje
conduit a leur mort massive pendant le développement, et les cellules de Purkinje survivantes
chez l'adulte présentent d'importantes anomalies de différenciation. Par ailleurs, a I'état
hétérozygote, le mutant staggerer présente une diminution de la survie des cellules de
Purkinje ainsi que des anomalies de différenciation au cours du vieillissement.

Le phénotype cérébelleux des mutants homozygote et hétérozygote staggerer
suggere que RORa est impliqué dans la survie et/ou la différenciation des cellules de Purkinje
au cours du développement et du vieillissement. Au cours de cette thése, nous avons donc
tenté¢ de déterminer le réle de ROR« dans la survie et la différenciation dans des neurones
corticaux et/ou dans des cellules de Purkinje, en étudiant I'effet de sa surexpression dans ces
processus.

Afin de surexprimer RORao, nous avons construit un vecteur lentiviral exprimant
l'isoforme humaine RORal. Ce vecteur nous a permis de transduire avec une trés grande
efficacité des neurones corticaux en culture primaire ainsi que les cellules de Purkinje en
culture organotypique.

Dans une premicre étude, nous avons cherché a déterminer si RORo pouvait exercer
un rble dans la survie neuronale. Dans ce but, nous avons évalué la survie de neurones
corticaux surexprimant ou non RORa et soumis a un stress oxydatif entrainant 'apoptose des
neurones. RORo protege les neurones en diminuant le stress oxydatif causé par ces inducteurs
pro-apoptotiques. L'expression des deux enzymes Glutathion peroxydase 1 et Peroxiredoxine
6 est augmentée dans les neurones qui surexpriment hRORa1, et semble partiellement médier
l'effet neuroprotecteur de RORa.. Nous avons par ailleurs évalué et comparé la survie des
cellules de Purkinje en culture organotypique qui expriment ROR« de fagon endogene, ou qui
surexpriment hROR«1, et nos résultats suggerent que la surexpression de RORo a également
un effet neuroprotecteur dans ces cellules.

Dans une seconde étude, afin de déterminer le role de RORo dans la différenciation
des cellules de Purkinje, nous avons analysé en culture la progression de la différenciation
dendritique précoce de cellules de Purkinje en fonction de I'expression de RORo.. RORa est
crucial pour 1'étape de régression des neurites des cellules de Purkinje au stade bipolaire
embryonnaire. Alors que l'absence de RORo chez les mutants homozygotes staggerer
entraine un arrét de la différenciation des cellules de Purkinje a ce stade (les cellules de
Purkinje ne parviennent pas a entamer la régression des neurites), la surexpression de
hRORa1 accélere I'étape de régression. Cette étape de régression est totalement dépendante
de l'expression de protéines RORa fonctionnelles et cet effet est vraisemblablement
intrinséque. Nous montrons enfin que I'hormone thyroidienne accélére la différenciation
dendritique précoce des cellules de Purkinje, et que ROR o semble contribuer a ce processus.

L'ensemble de ces résultats montre que ROR intervient de fagon cruciale a la fois
dans la survie et dans la différenciation des cellules de Purkinje dans une étape trés précoce de
leur développement post-natal.
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AF Fonction d'activation (Activation Function)

AT Ataxie Telangiectasie

apoA-I Apolipoprotéine A-I

apoC-III Apolipoprotéine C-III

APP [-Amyloid Precursor Protein

BFE BiFunctional Enzyme

bHLH basic Helix-Loop-Helix

BSP Bone SialoProtein

CAF CBP-Associated Factor

CaM Calmoduline

CaMK CaM Kinases

CBP CREB-Binding Protein

CGE Couche des grains externe

CGlI Couche des grains interne

CIP CBP-Interacting Protein

COUP-TF1 Chicken Ovalbumin Upstream Promoter-Transcription Factor 1
COX Cyclooxygénase

CTE Extension carboxy-terminale (Carboxy-Terminal Extension)
DBD Domaine de fixation a I'ADN (DNA Binding Domain)
DR Répétition directe (Direct Repeat)

DRIP Vitamin D3 Receptor Interacting Protein

eNOS endothelial NO Synthase

EGL CGE (External Granular Layer)

ER Répétition éversée (Everted Repeat)

ERR Estrogen-related receptor

GPx glutahion peroxydase

GR Récepteur des glucocorticoides (Glucocorticoid Receptor)
GRIP GR-Interacting Protein

GSH glutathion (réduit)

GSSG glutathion (oxyd¢)

HAT Histone acétyltransférase

HDAC Histone déacétylase

HDL High Density Lipoproteins

HIF Hypoxia Inducible Factor

Hr Hairless

HRE Elément de réponse hormonal (Hormone Response Element)
HUVEC Human Umbilical Vein Endothelial Cells

IGL CGI (Internal Granular Layer)

IL Interleukine

IR Répétition inversée (Inverted Repeat)

LBD Domaine de fixation du ligand (Ligand Binding Domain)
N-CoR Nuclear receptor CoRepressor

NGF Nerve Growth Factor

NLS Signal de localisation nucléaire (Nuclear Localisation Signal)
NO Oxyde nitrique

PBP Peroxisone proliferator-Binding Protein

Ped Purkinje cell degeneration

PCP Purkinje-Cell Protein

PKC Protein Kinase C

PPAR Peroxisome Proliferator-Activated Receptor
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RLO
ROR
RORE
ROS
RXR
RZR
SCA
SHH
SMRT
SOD
SRC
TAF
TBP
TF
TGF
TIF
TK
TNFo
TOR
TH
TR
TRAP
TRE
TRIP
Ub
VEGF
VSMC

peroxiredoxine

Récepteur de l'acide rétinoique (Retinoic Acid Receptor)

Radicaux libres oxygénés

RAR-related Orphan Receptor

Elément de réponse des RORs (ROR-Response Element)

especes réactives de I'oxygene, ou RLO (Reactive Oxygen Species)
Retinoid X Receptor

Retinoic-Z Receptor

Ataxie spino-cérébelleuse (SpinoCerebellar Ataxia)

Sonic hedgehog

Silencing Mediator for RAR and TR

Superoxydismutase

Steroid Receptor Coactivator

TBP Associated Factor

TATA binding protein

Transcription Factor

Transforming Growth Factor

Transcription Intermediary Factor

Thymidine Kinase

Tumor Necrosis Factor o

Thymus Orphan Receptor

Thyroid Hormone

Récepteur des hormones thyroidoennes (Thyroid hormone Receptor)
TR Associated Proteins

Elément de réponse des TR (Thyroid Hormone-Response Element)
T’; Receptor-Interacting Proteins

Ubiquitine

Vascular Endothelial Growth Factor

Vascular Smooth Muscle Cells
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Avant-Propos
I

Je me suis intéressée, au cours de ma theése, au réle du récepteur nucléaire RORx
dans la survie et la différenciation des neurones, en particulier des cellules de Purkinje du

cervelet.

Le cervelet constitue un systtme modele pour 1'étude de plusieurs questions
fondamentales en neurobiologie, allant du fonctionnement neuronal ou synaptique le plus
¢lémentaire, a I'établissement de couches corticales, jusqu'aux aspects les plus cognitifs de
l'action de ce centre nerveux. Les étapes de développement du cervelet ayant été décrites
depuis de nombreuses décennies, il est également un modele de choix pour I'é¢tude des
mécanismes génétiques responsables de la mise en place du cortex cérébelleux, de la survie et
de la différenciation des neurones au cours du développement, chez I'adulte, et au cours du

vieillissement.

Le dysfonctionnement du cervelet peut entrainer des ataxies cérébelleuses qui se
manifestent par un équilibre difficile, une démarche titubante et une incapacité a coordonner
les mouvements. Les mutations génétiques affectant le fonctionnement du cervelet peuvent
ainsi étre isolées sur un crible clinique simple. C'est pourquoi un grand nombre de mutations
génétiques spontanées affectant le développement du cervelet a été isolé, dont la mutation

staggerer.

Le mutant staggerer, identifi¢ deés 1962 par Sidman, Lane et Dickie, présente une
atrophie cérébelleuse li¢e a I'absence de la grande majorité des cellules de Purkinje, ainsi que
des grains du cervelet. L'expression de la mutation staggerer dans les cellules de Purkinje
conduit a leur mort massive pendant le développement, et les cellules de Purkinje survivantes
chez l'adulte présentent d'importantes anomalies de différenciation. Par ailleurs, a I'état
hétérozygote, le mutant staggerer présente une diminution de la survie des cellules de

Purkinje ainsi que des anomalies de différenciation au cours du vieillissement.

Les progrés du génie génétique ont permis d'identifier le géne muté en 1996: la
mutation staggerer consiste en une délétion dans le domaine C-terminal du récepteur
nucléaire RORa (Retinoic acid receptor related Orphan Receptor o), conduisant

vraisemblablement a la perte de fonction de la protéine.

Les récepteurs nucléaires constituent une famille de facteurs de transcription dont
l'activité est le plus souvent régulée par des ligands lipophiles. Alors que les premiers

récepteurs nucléaires ont été identifiés puis clonés grace a la connaissance qu'on avait de leur
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ligand (le plus souvent une hormone), de nouveaux récepteurs nucléaires ont été clonés par
homologie de séquence avec des membres connus de cette famille. Ainsi, de nombreux
récepteurs nucléaires - dont ROR« - ont été clonés sans que 'on ne connaisse ni leur fonction,
ni leur ligand. Ces nouveaux récepteurs ont ét¢ qualifiés de récepteurs nucléaires orphelins.
Outre l'intérét scientifique, une meilleure compréhension des fonctions ainsi que des modes
de régulation de cette famille de facteurs de transcription est d'un intérét considérable dans le
domaine thérapeutique, puisque les récepteurs nucléaires sont des régulateurs clés de divers
processus physiologiques comme 1’homéostasie, la reproduction, le métabolisme, la

différenciation et le développement.

Le phénotype cérébelleux des mutants homozygote et hétérozygote staggerer
(pertes massive ou progressive des cellules de Purkinje et anomalies dendritiques) suggére
que RORa« est impliqué dans la survie et/ou la différenciation des cellules de Purkinje au
cours du développement et du vieillissement. Cependant, I'analyse histologique du cervelet
des mutants ne permet pas de distinguer si RORo exerce 1'un ou l'autre rdle, voire les deux:
les processus de survie et de différenciation des neurones au cours du développement étant
intimement liés, il est difficile de distinguer la cause primaire de la dégénérescence. Ainsi

deux hypothéses se présentaient au début de ma théese:

1) la perte de fonction de RORa entraine de fagon primaire un défaut de survie des
cellules de Purkinje (qui entraine en cascade la perte des grains du cervelet), menant a une
atrophie sévére du cervelet. En conséquence, les cellules de Purkinje survivantes dans un
cervelet atrophique, dépourvues de leurs connexions (en particulier les fibres paralléles,

axones des grains) ne peuvent se différencier normalement.

2) la perte de fonction de RORo entraine de fagon primaire un défaut de
différenciation des cellules de Purkinje. Les cellules de Purkinje immatures pourraient ne pas
survivre dans le cervelet en développement, en particulier lors de la synaptogenése des fibres

paralléles entrainant les pertes des cellules de Purkinje décrites chez le mutant staggerer.

Durant ma thése, j'ai testé les deux hypothéses: j'ai donc tenté de déterminer si

ROR« exercait un role propre dans la survie et/ou dans la différenciation neuronales.
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Afin de tester ces hypothéses, nous avions choisi d'adopter une stratégie de

surexpression du géne Rora dans des cultures de neurones corticaux et cérébelleux.

Les neurones corticaux en culture, qui expriment de facon endogéne RORo a un faible
niveau, offrent un modele qui permet d'évaluer l'effet de la surexpression de RORo dans une
culture de neurones relativement pure et homogene, et qui permet ainsi de réaliser des études

moléculaires quantitatives.

Les cultures organotypiques de cervelet quant a elles permettent d'étudier la fonction de
RORa dans les cellules de Purkinje, neurones dans lesquels I'action de RORo semble

indispensable a leur survie.

Les neurones sont des cellules difficiles a transfecter. Ainsi, I'efficacité de la surexpression de
RORw par transfection transitoire d'un plasmide s'est révélée faible dans les neurones
corticaux, et nulle dans les cellules de Purkinje. J'ai donc choisi de développer un vecteur
lentiviral et de mettre au point les conditions d'infection afin de réaliser la surexpression de
ROR« avec une meilleure efficacité. Cette technique s'est révélée tres efficace puisque je suis
parvenue a transduire la totalit¢ des neurones corticaux en culture, ainsi que la grande

majorité des cellules de Purkinje dans des cultures organotypiques de cervelet.

A l'aide des outils de transfection transitoire et de transduction virale, j'ai essayé de

répondre aux questions suivantes:

. La surexpression de ROR a peut-elle exercer un role neuroprotecteur?

Pour répondre a cette question, j'ai évalué¢ la survie de neurones corticaux
surexprimant ou non RORa et soumis a un stress oxydatif entrainant 'apoptose des neurones.
Pour déterminer le mode d'action de RORa, j'ai ensuite analysé le métabolisme des radicaux
libres, la production accrue de radicaux libres étant un facteur causal du déclenchement de
l'apoptose dans le modele utilisé. J'ai également analysé la survie de cellules de Purkinje en

culture organotypique qui surexpriment ou non RORa.
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. ROR o exerce-t-il un role dans la différenciation dendritique des cellules de

Purkinje?

Les cellules de Purkinje présentant des anomalies dendritiques dans le cervelet des
mutants staggerer, j'ai analysé la progression de la différenciation dendritique de ces cellules
en culture organotypique. Par ailleurs, j'ai étudié I'effet de la surexpression de RORo dans les
cellules de Purkinje a différents ages, afin de déterminer la fenétre temporelle de 1'action de

RORo..

Le phénotype du mutant homozygote staggerer présente des similitudes avec le
phénotype cérébelleux des rongeurs hypothyroidiens; une interaction entre les voies des
hormones thyroidiennes et de RORo a donc été suggérée et partiellement démontrée dans la
littérature. J'ai souhaité¢ déterminer si une interaction ou une inter-dépendance de ces voies

existe dans le processus de différenciation des cellules de Purkinje.

L'introduction de ce manuscrit est divisée en deux parties:

La premicre partie concerne le récepteur nucléaire RORo.. Aprés une présentation
des récepteurs nucléaires (regroupés en famille), de leur structure et de leur mode d'action,
j'aborderai la description de RORo0, de sa régulation de la transcription, de ses geénes cibles et

fonctions connus.

La seconde partie concerne les cellules de Purkinje. Aprés la description du cervelet
et de son développement, j'aborderai celle des cellules de Purkinje, en m'intéressant plus
particuliérement a leur survie et a leur différenciation au cours du développement et
¢éventuellement du vieillissement, en concluant sur l'influence connue du récepteur nucléaire

ROR« dans ces processus.

Les résultats obtenus sont ensuite décrits ou présentés sous forme d'articles, puis je
discute, d'aprés nos connaissances actuelles, des conséquences de ces résultats sur la
compréhension du réle de RORa dans la différenciation et la survie des neurones, en

particulier des cellules de Purkinje.
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Introduction

1°"¢ partie ROR0:: Les récepteurs nucléaires

I. LE RECEPTEUR NUCLEAIRE RORX

I.1. La superfamille des récepteurs nucléaires : des régulateurs clés

du développement, de I’'organogenése et de ’homéostasie

Les récepteurs nucléaires sont des régulateurs clés de divers processus
physiologiques comme 1’homéostasie, la reproduction, le développement, la différenciation et
le métabolisme. Les récepteurs nucléaires forment une grande famille (superfamille) de
facteurs de transcription dont ’activité est modulée par la présence de molécules hydrophobes
comme les hormones stéroidiennes (oestrogenes, glucocorticoides, minéralocorticoides,
progestérone, androgenes, vitamine D, ecdysone, oxystérols, acides biliaires), les acides
rétinoiques (formes tout-trans et 9-cis), les hormones thyroidiennes, les acides gras, les
leukotri¢énes et les prostaglandines. La particularité des récepteurs nucléaires est de regrouper
en une seule entité protéique la capacité de fixer un ligand, de se fixer a 'ADN, et enfin de
réguler la transcription de genes cibles. Les récepteurs nucléaires établissent donc un lien

direct ente les signaux moléculaires intra- ou extra-cellulaires et la réponse transcriptionnelle.

Les premiers membres de la superfamille des récepteurs nucléaires a avoir été décrits
sont les récepteurs aux hormones stéroidiennes comme les récepteurs aux glucocorticoides et
les récepteurs aux oestrogenes (Weinberger et al., 1985; Green et al., 1986). Tres vite, il a été
démontré que d’autres membres de cette famille de protéines pouvaient reconnaitre des
ligands de structure différente comme 1’acide rétinoique ou 1I’hormone thyroidienne. Le
clonage de ces récepteurs dans la deuxiéme moitié des années 1980 a permis de mettre en
place les bases moléculaires d’un modele de récepteur nucléaire (Gronemeyer et Laudet,
1995). Cependant, la situation est plus complexe. En effet, en tirant parti du fort pourcentage
d’identité de séquences existant entre les récepteurs, il a été cloné un grand nombre de genes
codant pour des récepteurs nucléaires pour lesquels on ne connaissait ni le ligand ni la
fonction. Ces nouveaux récepteurs potentiels ont donc ét¢ nommés récepteurs orphelins. Ils
sont rapidement devenus majoritaires dans la famille. A part quelques cas particuliers, leur
structure est similaire a celle des récepteurs dont les ligands ont ¢été identifiés. Deux
explications ont été proposées: soit ils possédent un ligand inconnu, soit ils n’ont

effectivement pas de ligand.
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1% partie RORo:: Les récepteurs nucléaires

1.1.1. Structure des récepteurs nucléaires

Les récepteurs nucléaires sont a la fois des récepteurs vis-a-vis de leur ligand (connu
ou non) et des facteurs de transcription se liant & I’ADN. IIs portent donc tous des motifs
structuraux responsables de cette dualité de fonction. Ils sont regroupés en une superfamille.
En effet, la comparaison des régions homologues des récepteurs nucléaires révele des
homologies avec celles des récepteurs de la drosophile, indiquant qu'ils sont tous dérivés d'un
gene ancestral connu (Laudet er al, 1992). Les récepteurs nucléaires ont une structure
modulaire caractéristique (Gronemeyer et Laudet, 1995; Giguere, 1999), composée de 4
domaines principaux qui portent chacun une ou plusieurs fonctions (voir figure 1): une région
NH2-terminale variable (A/B), un domaine de fixation a 'ADN (C), une région charniére (D),
et un domaine de fixation pour un ligand (E). Il existe dans certains récepteurs un cinqui¢éme

domaine (F) en région C-terminale dont la fonction est peu connue.

Domaine Domaine de Domaine de
modulateur fixation a ’ADN fixation du ligand
ﬁ
| 2+
A/B C D E F

NLS ! , ,
| Domaine transactivateur
ligand-dépendant (AF-2)

Domaine transactivateur
ligand-indépendant (AF-1)

i Dimérisation
| (faible; induit
! par la fixation
1 aI'ADN)

NLS ligand-dépendant

1 . C, . .
Fonction de dimérisation

Liaison de co-facteurs Liaison de co-facteurs

Figure 1: Représentation schématique des relations structure/fonction des récepteurs
nucléaires. Les 5 modules des récepteurs nucléaires sont représentés avec leurs fonctions
majeures. D apres Gronemeyer et Laudet, 1995, Robinson-Rechavi et al., 2003.

- Le domaine A/B ou domaine modulateur, situé a I’extrémité amino-terminale, fait
I’objet de la plus grande variabilité en terme de longueur (de 50 a 500 acides aminés) et de
structure primaire.
La séquence de ce domaine est classiquement la séquence qui différe entre les isoformes d’un
récepteur nucléaire, générées par €pissage alternatif d'un méme geéne. Ce domaine porte la

fonction AF-1 (Activation Function [) de transactivation indépendante de la fixation du
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ligand, qui confére une activit¢ de type promoteur et cellule-spécifique. Ceci suggére que ce

domaine contribue a la spécificité d'action de chaque isoforme.

- Le domaine C ou domaine de liaison a ’ADN (DBD/DNA Binding Domain) est le
domaine le mieux conservé au sein de la superfamille des récepteurs nucléaires.
Cette conservation s’explique par son role essentiel dans la reconnaissance et la liaison a
I’ADN. Il est codé par environ 66 acides aminés et peut €tre subdivisé en deux régions
fonctionnelles (voir figure 2). La premiére est un domaine composé de deux modules en doigt
de zinc qui participe a la fois a la reconnaissance spécifique du motif consensus et au
processus de dimérisation des récepteurs lorsqu'ils sont liés a I'ADN (Freedman, 1992). La
deuxiéme, qui constitue une extension carboxy-terminale (CTE/Carboxy-Terminal Extension)
composée d’environ 25 acides aminés, est impliquée dans la reconnaissance de courtes
séquences d'ADN entourant le motif consensus, ce qui augmente la spécificit¢ de
reconnaissance de l'une ou l'autre des isoformes (Ueda et al., 1992; Wilson et al., 1992;

Wilson et al., 1993; Giguere et al., 1995a; McBroom et al., 1995).

Zn-1| Zn- i
[ |
(14410 K H A
s Y K' Q=D
s G D R
(179)45 = | N = 51 (185)
R Ve 15(149)
D - L R=D)
C
(139) & S .
(139) 5 «35 KD \ CTE
C C In
. 7 (179)30 N s
| o D 7o 55 (183) —_—
A - 20 (154)  (164) R ../ (194) (199)
(13511 . 30 C &0 65 .
| KGFFKRTVRIKDLTYT GMKREAVQEER-COOH
H Recognition Helix-11 o
NH, g sFT K Helix e

Figure 2: Représentation du DBD. La structure en doigts de zinc du domaine de liaison a
I’ADN de RXRo est prise comme exemple, les séquences organisées en hélice o sont
encadrées. D ‘apres Zhao et al., 1998.

- Le domaine D ou région charniére est assez peu conservé et de taille variable.
Comme son nom l'indique, il constitue une région charniére flexible entre le DBD et le LBD
et permet la rotation du DBD. En effet, la surface de dimérisation du LBD reste la méme, et
ce, quelle que soit la configuration de 1'élément de réponse hormonale. Ce mécanisme

implique donc que le DBD puisse tourner sur lui-méme afin de faciliter la fixation aux
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¢léments de réponse (Rastinejad ef al., 1995). Ainsi, la flexibilit¢ de la région charnicre
permet la rotation du DBD afin de faciliter la liaison des récepteurs qui peuvent se fixer a
I'ADN a la fois en configuration direct et inversée (cas du ERR; Glass, 1994). Le domaine D
porte généralement un signal de localisation nucléaire (NLS/Nuclear Localisation Signal), et

permet l'interaction avec des co-répresseurs (Chen et Evans, 1995; Horlein ef al., 1995).

- Le domaine E ou domaine de liaison au ligand (LBD/Ligand Binding Domain)
est le plus long domaine. Ce domaine multifonctionnel contient la poche de fixation du
ligand, participe aux fonctions d'homo- ou d'hétérodimérisation et interagit avec les protéines
de choc thermique, de localisation nucléaire (via un NLS) et de transactivation.

Le LBD est modérément conservé en ce qui concerne sa s€quence en acides aminés, mais les
11 a 13 hélices o qui structurent le LBD se retrouvent chez la majorité des récepteurs
nucléaires. La structure cristalline tridimensionnelle du LBD a été résolue pour plusieurs
récepteurs nucléaires, permettant une meilleure compréhension des mécanismes de
reconnaissance ligand/récepteur (Egea et al., 2000a, b). Ainsi, on sait que les hélices o du
récepteur constituent une structure tertiaire compacte permettant la création d’une poche

hydrophobe dans laquelle le ligand pourra se placer (voir figure 3).

Figure 3: Représentation du LBD du récepteur
thyroidien TRP. A: Représentation des hélices o et du
feuillet B du récepteur. Le ligand (T3) est représenté en doré
3 ; dans le LBD. B: Représentation de la poche de fixation du

4 = ligand en présence du ligand en gris. Seuls les résidus
%: e interagissant avec le ligand sont représentés. D'apres

Harris et al., 2002.

L’extrémité carboxy-terminale du LBD (hélice H12) contient un motif trés conservé
pour la fonction AF-2 (Activation Function 2) de transactivation dépendante du ligand. Ainsi
divers co-facteurs (co-activateurs ou co-répresseurs) sont recrutés par cette région en présence
(co-activateurs) ou en absence (co-répresseurs) du ligand et permettent la connexion du
récepteur a la machinerie transcriptionnelle pour I’activer ou le réprimer. Enfin, le LBD

possede une interface de dimérisation forte qui fait intervenir plusieurs hélices a.
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- Certains récepteurs ont un petit domaine carboxy-terminal supplémentaire
(domaine F). Ce domaine est trés peu conservé et sa structure comme ses fonctions restent
mal définies a ce jour. Sa présence peut néanmoins jouer un role inhibiteur sur les capacités

de transactivation du récepteur (Sladek et al., 1999).

1.1.2. Classification des récepteurs nucléaires

Si la famille des récepteurs nucléaires se limitait a ’origine aux récepteurs des
hormones stéroidiennes, elle s’est rapidement agrandie, avec 1’identification de nombreuses
protéines sur la base de leur séquence (Gronemeyer et Laudet, 1995). Ainsi, I’identification
du récepteur de I’ecdysone en tant que récepteur nucléaire au début des années 1990 (Koelle
et al., 1991) a bouleversé la vision des récepteurs nucléaires en suggérant leur universalité au
sein du régne animal et en démontrant une origine antérieure a la divergence entre les

vertébrés et les invertébrés.

Aujourd’hui, les récepteurs nucléaires forment une superfamille de protéines classées
selon les bases d’analyses phylogénétiques (figure 4). La premicre d’entre elles a été réalisée
par V. Laudet en 1992 qui a ¢laboré un arbre phylogénétique en comparant les séquences en
acides aminés des domaines C, D et E (Laudet et al., 1992). Cette classification des récepteurs
nucléaires, remaniée plusieurs fois depuis 1992 (Robinson-Rechavi et al., 2003), démontre
clairement une origine ancestrale commune a I’ensemble des récepteurs nucléaires.
L’adoption d’une nomenclature unifié¢e en 1999 a I'occasion du "Nuclear Receptors
Nomenclature Committee" a permis d’organiser la diversit¢ des récepteurs nucléaires
(Nuclear Receptors Nomenclature Committee, 1999). Cette nomenclature se présente sous la
forme NRyy,, ou X représente la sous-famille, Y le groupe et Z le géne. Jusqu'a présent, il a été
identifi¢ une vingtaine de génes codant des récepteurs nucléaires chez la drosophile, une
cinquantaine chez I’Homme et la souris et, de maniere inattendue, plus de 270 chez le

nématode (Robinson-Rechavi et al., 2003).
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Figure 4: Arbre phylogénétique des membres de la superfamille des récepteurs
nucléaires.

Cet arbre phylogénétique a été établi par comparaison des séquences en acides aminés des
domaines C, D et E des récepteurs nucléaires. La longueur des branches est proportionnelle a
la divergence entre ces séquences. Les récepteurs nucléaires de mammiferes (caractéres
rouges) et d’arthropodes (caractéres verts) sont représentés. Les RXRs (Retinoid X
Receptors), principaux partenaires d’hétérodimérisation, sont mis en évidence par un point
rouge. Des ¢toiles rouges indiquent les partenaires d’hétérodimérisation des RXRs. Les points
d’interrogation marquent une incertitude quant a la dimérisation COUP-TF/RXR et le manque
d’information au sujet de FXRP. D ‘aprés Robinson-Rechavi et al., 2003.
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1.1.3. Liaison des récepteurs nucléaires a '’ADN

Les récepteurs nucléaires, en qualit¢ de facteur de transcription, se lient a I'ADN pour

controler la transcription.

Les facteurs de transcription interagissent avec la machinerie générale de la transcription au
niveau de la chromatine dans la région promotrice d'un gene. Ces facteurs de transcription se

fixent au niveau de séquences spécifiques de 'ADN.

1.1.3.1. Organisation générale des promoteurs et machinerie transcriptionnelle.

Nous nous intéresserons ici seulement aux genes codant des protéines (les transcrits
sont alors de ARN messagers, ARNm); en effet, les genes codant les ARN ribosomaux

(ARNT) et de transfert (ARNt) impliquent des mécanismes et des facteurs différents.

La plupart des geénes codant pour des ARNm sont constitués de deux séquences
d'ADN distinctes : la séquence transcrite et la séquence régulatrice (figure 5). La séquence
transcrite est composée d’exons et d’introns, et sera éventuellement traduite pour produire une
chaine polypeptidique fonctionnelle. La séquence régulatrice, également appelée région
promotrice ou promoteur, est généralement située en amont de la séquence transcrite et

controle la production du messager.

Séquences d’ADN régulatrices
reconnues par les facteurs de transcription

L NS, R
T T T T

— __ \ J
—~— Y
Région régulatrice Promoteur AN /N /
minimal Exons Introns
N— S —
Région promotrice Séquence transcrite

Figure 5: Représentation schématique d'un promoteur d'un géne codant pour un
ARNm.

Chez les eucaryotes, c'est I'ARN polymérase IT (ARN pol II) qui est responsable de

la transcription des génes, mais elle ne peut déclencher I'initiation de I'ARNm qu'en présence

d'un minimum de protéines additionnelles appelées facteurs généraux de transcription (TF/
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Transcription Factor), tels que les TFII-A, -B, -D, -E, -F et -H. L'ARN pol II et les facteurs

généraux de transcription constituent le complexe de pré-initiation (Roeder, 1996).

Le promoteur contient deux zones : le promoteur minimal et la région régulatrice. Le
promoteur minimal (Butler et Kadonaga, 2002) est composé de 50 nucléotides adjacents au
site d'initiation de la transcription, et reconnu par les facteurs généraux d'initiation de la
transcription. Les ¢léments du promoteur minimal sont de plusieurs types et chaque

promoteur est constitué d'un ou de plusieurs d'entre eux (voir figure 6).

La boite TATA (consensus
TATAa/tAa/t) est la séquence la plus
communément présente. Elle permet la
fixation de la protéine TBP (TATA box

Binding Protein) qui est une sous-unité Boite TATA

du facteur TFII-D. Le promoteur

minimal ne posséde, chez les eucaryotes, Figure 6: Promoteur minimal et fixation de la
machinerie transcriptionnelle chez les
eucaryotes. (TBP/TATA binding protein,
ou nulle. TAF/TBP Associated Factor)

qu'une activité transcriptionnelle faible

La deuxiéme zone du promoteur, la région régulatrice, est composée de séquences
d'ADN en position proximale (quelques centaines de paires de bases en amont du site
d'initiation de la transcription) ou distale (jusqu'a plusieurs milliers de paires de bases en
amont ou en aval du promoteur minimal). Ainsi, la taille d'un promoteur peut varier de
quelques centaines de bases a plusieurs kilobases. La région régulatrice est constituée par le
regroupement de plusieurs sites de liaison a I'ADN, appelés éléments -cis, pour des facteurs
de transcription qui modulent la transcription en controlant la fonction des facteurs généraux

de transcription.

Les ¢léments -cis sont classés en deux types: d'une part les enhancers qui
contiennent des sites de liaison a I'ADN pour des facteurs conduisant a une augmentation de
l'activité transcriptionnelle basale et, d'autre part, les silencers qui jouent le role inverse.
Chaque facteur de transcription reconnait un enchainement de nucléotides qui lui est propre
(¢lément de réponse). De plus, plusieurs facteurs de transcription peuvent entrer en
compétition pour la liaison d'une séquence ou, au contraire, coopérer pour se lier a un ¢lément

-cis donné.
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1.1.3.2. Mode d'action des récepteurs nucléaires et éléments de réponse.

De fagon générale, le mécanisme d'action des récepteurs nucléaires est le méme pour

tous les membres de la superfamille (figure 7).

Hormones (peptides)
Facteurs de croissance... tt *
v

Les ligands peuvent é&tre Ligand lipophile
*

extracellulaires, intracellulaires, Pro-ligand 4 Ligand intracellulaire

voire méme synthétisés de novo

par la cellule. Ce dernier mode / ® Y\ .. B ‘... CYTOPLASME

--kinases e

d'action constitue probablement
une raison majeure  pour
laquelle plusieurs récepteurs
orphelins n'ont pu étre identifiés

lors d'é¢tudes endocrinologiques

classiques. Figure 7: Mode d’action des complexes ligand-récepteur.

Une fois formés, les complexes ligand-récepteur agissent comme régulateurs de 1'expression

génique.

Les récepteurs nucléaires régulent la transcription en se fixant sur de courtes
séquences d'ADN situées dans les régions régulatrices des geénes cibles et connues sous le
nom d'¢léments de réponse hormonale (HRE, Hormone Response Element). Ceux-ci sont
situés dans les séquences régulatrices généralement localisées dans la région 5' du geéne cible.
Une classification réalisée en 1995 a permis de définir des grandes classes de récepteurs
nucléaires sur la base de leurs caractéristiques de dimérisation et de liaison a 1'ADN

(Mangelsdorf et al., 1995).

Un récepteur nucléaire peut lier I'ADN sous forme de monomere, d'homodimeére, ou
en entrant dans la formation d'un hétérodimére (voir figure 8). RXR (Retinoid X Receptor) est
le principal médiateur d'hétérodimérisation des récepteurs nucléaires (Mangelsdorf et Evans,
1995). Les complexes dimériques peuvent interagir avec des répétitions directes (DR/Direct
Repeat), éversées (ER/Everted Repeat) ou inversées (IR/Inverted Repeat) d'un demi-site
a/gGGTCA ou AGAACA (dans le cas des hormones stéroidiennes), classiquement séparés
par 0 a 7 nucléotides. La spécificité de liaison de chaque dimere a I'ADN est dictée a la fois

par la configuration prise par les deux demi-sites et par le nombre de nucléotides séparant
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chaque demi-site (figure 8). Les récepteurs monomériques se lient sur des variations d'un
demi-site a/gGGTCA. Ainsi, une trés grande diversit¢ de HREs peut étre générée en utilisant
un seul demi-site qui est commun a presque tous les récepteurs nucléaires. Du coté des
récepteurs nucléaires, la spécificité de liaison est déterminée par le domaine en doigt de zinc
lui-méme, mais aussi par l'extension carboxy-terminale et l'extrémité amino-terminale du
DBD. Une fois liés a I'ADN, les récepteurs nucléaires peuvent moduler de fagon positive ou

négative l'expression des genes cibles.

Sites dimériques Sites monomériques
répétitions inversées récepteurs stéroidiens
>N <_— " — )
répétitions directes (AT)e  AIGGGTCA
> \ e
ll
répétitions éversées N <t
< \ =) monomeres
GR, MR ,PR, AR, ER
homodiméres hétérodiméres RXR
I N
~
i i ROR, Rev-erb, ERR, SF-1,
RXR ,Rev-erb, HNF4, TR, RAR, VDR, PPAR, EcR,
COUP-TF, ERR NGF1-B (=Nur77)

Figure 8: Modes de liaison des récepteurs nucléaires a ’ADN.

Les récepteurs nucléaires peuvent se lier a I’ADN sous forme d’homodimeéres,
d’hétérodimeres avec RXR ou de monomeres. Les sites de liaison des récepteurs nucléaires
(ou HREs, Hormone Response Elements) non stéroidiens sont composés d’un motif
(généralement A/GGGTCA) précédé en 5’ par une séquence riche en A/T pour les récepteurs
monomériques, ou de deux motifs A/GGGTCA pour les récepteurs dimériques (fléches
bleues). Les motifs des sites dimériques peuvent étre arrangés selon une topologie inversée,
directe ou éversée. Les HREs des récepteurs nucléaires stéroidiens sont des répétitions
inversées du motif AGAACA (fleches jaunes). Le nombre (N) de nucléotides qui sépare les
deux motifs (de type A/GGGTCA ou de type AGAACA) est variable. Des exemples de
récepteurs nucléaires sont donnés pour chacune des 4 catégories (récepteurs stéroidiens,
hétérodiméres RXR, homodimeéres, monomeres). D apres Mangelsdorf et Evans, 1995;
Giguere, 1999.
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1.1.3.3. Chromatine et modulation de la liaison des récepteurs nucléaires a

[’ADN.

Le contexte du promoteur est un élément majeur du controle de la liaison des
récepteurs nucléaires a I’ADN. L’ADN est organisé sous forme de chromosomes qui sont
constitués d’une structure nucléoprotéique compacte: la chromatine. La structure
chromatinienne joue un role prépondérant dans la liaison des récepteurs nucléaires a I'ADN,
permettant, ou non, 1’accés d’un facteur de transcription a un élément -cis donné. Seule 10%
de la chromatine est dite "active", c’est a dire impliquée dans la transcription (euchromatine).
Tous les phénomeénes modulant la structure chromatinienne sont donc impliqués dans la
régulation de la liaison des facteurs de transcription a I’ADN et, par conséquent, dans le
controle de la transcription. Ainsi, [’acétylation et la déacétylation des histones, qui modifient
la charge électrostatique globale du nucléosome, participent de fagon indirecte a la liaison des
récepteurs nucléaires a I’ADN. L’hyperacétylation des histones a ¢été corrélée a une
augmentation de D’activité transcriptionnelle, alors que I’hypoacétylation des histones a été
décrite dans des régions transcriptionnellement inactives. Le taux d’acétylation des histones
est sous le contrdole de deux types de protéines: les protéines a activité histone
acétyltransférase (HAT) qui transfeérent le groupement acétyle, et les protéines a activité
histone déacétylase (HDAC) qui le retirent. Comme nous allons le voir dans le paragraphe
suivant, les récepteurs nucléaires participent eux-mémes aux phénoménes d’acétylation et de

déacétylation des histones.

1.1.4. Modulation de I'activité transcriptionnelle par les récepteurs

nucléaires.

Si la liaison des récepteurs nucléaires a I’ADN est une étape importante et finement
controlée de leur mode d’action, elle n’est pas la seule. En effet, les récepteurs nucléaires
doivent ensuite pouvoir moduler 1’activité transcriptionnelle basale pour jouer pleinement leur

role de facteurs de transcription.

Les facteurs de transcription peuvent moduler [’activité transcriptionnelle soit
directement en agissant avec les facteurs généraux de transcription, soit indirectement en
faisant intervenir des facteurs intermédiaires, chargés de faire le lien avec les facteurs
généraux (voir figure 9). Ce sont les co-facteurs, co-activateurs et co-répresseurs

(Collingwood et al., 1999; Glass et Rosenfeld, 2000; Robyr et al., 2000). Par exemple, les co-
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activateurs de la famille TRAP (Thyroid hormone Receptor Associated Proteins), DRIP
(Vitamin D3 Receptor Interacting Protein) et p300/CBP (p300/CREB-Binding Protein) sont
recrutés par les récepteurs nucléaires et contactent la machinerie transcriptionnelle basale.
D’autre part, il existe un grand nombre de co-facteurs qui modulent I’accessibilité de la
chromatine en agissant sur les nucléosomes. Une activit¢ HAT a été mise en évidence pour de
nombreux co-activateurs tels que p300/CBP, p/CAF (p300/CBP-Associated Factor) et de
protéines de la famille SRC (Steroid Receptor Coactivator) comme SRC-1 et RAC-3.
Contrairement aux HAT, aucun co-facteur identifié¢ a ce jour ne présente d'activit¢ HDAC.
Dans la majorité des cas, les protéines a activit¢ HDAC sont recrutées sur les promoteurs sous
forme de complexes. Par exemple, les co-répresseurs N-CoR (Nuclear receptor CoRepressor)
et SMRT (Silencing Mediator of Retinoic acid and Thyroid hormone receptors) font partie
d’un complexe contenant la protéine SIN3, intermédiaire permettant le recrutement de

protéines a activit¢ HDAC.

C’est la coordination de tous ces facteurs dans une cellule donnée a un instant donné,
ainsi que I’accessibilité du promoteur, qui permettent I’expression ou la répression d’un geéne.
Schématiquement, les récepteurs nucléaires agissent en trois étapes : répression, dérépression

et activation de la transcription (Mangelsdorf et Evans, 1995; Robinson-Rechavi et al., 2003).

1-  La répression est caractéristique du récepteur sous forme « apo » (non li¢ au ligand),
qui recrute un complexe co-répresseur avec une activitt HDAC. La liaison du
récepteur sous forme « apo » a €té montrée pour RAR (Retinoic Acid Receptor) et

pour le récepteur a I’hormone thyroidienne (TR/Thyroid hormone Receptor).

2-  La dérépression a lieu a la suite de la liaison du ligand, qui provoque la dissociation
du complexe co-répresseur et le recrutement d’un complexe co-activateur avec une
activit¢ HAT. En effet, la liaison du ligand provoque un changement
conformationnel qui conduit a I’exposition a la surface du récepteur des interfaces de
liaison des co-activateurs, notamment de 1’hélice H12 (contenant le domaine AF-2).
Le recrutement du complexe co-activateur avec une activit¢ HAT conduit a la
décondensation de la chromatine, nécessaire mais insuffisante a ’activité des génes

cibles.

3- Dans la troisieme étape, 1’étape d’activation, le complexe HAT se dissocie et un

second complexe co-activateur est recruté (exemples: TRAP, DRIP). Ce dernier
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contacte la machinerie basale de transcription, ce qui conduit a I’activation de la

transcription des geénes cibles.

L’ordre de ces événements est encore débattu. De plus, le mécanisme décrit n’est pas

général et ne rend pas compte de la diversité des modes d’action des récepteurs nucléaires.

En effet, dans le cas des récepteurs aux stéroides, le récepteur sous forme "apo" n’est pas li¢ a
I’ADN. La modification conformationnelle induite par la reconnaissance du ligand favorise la
dimérisation du récepteur ainsi que sa liaison a I’ADN en exposant a sa surface les interfaces
de liaison nécessaires. Par exemple, en I’absence de ligand, le récepteur aux glucocorticoides
(GR/Glucocorticoid Receptor) est séquestré dans le cytoplasme par des protéines de choc
thermique (Pratt, 1993). La liaison du ligand au LBD du GR entraine alors la dissociation de
ce complexe, conduisant & une modification conformationnelle, a la translocation du GR dans
le noyau et a la liaison du récepteur a I’ADN. Par ailleurs, certains récepteurs comme COUP-
TF1 (Chicken Ovalbumin Upstream Promoter-Transcription Factor I) ne semblent pas
posséder de ligand. Il est vraisemblable que leur activation passe par des modifications post-

traductionnelles et, en particulier, par des phosphorylations du récepteur.

Complexes co-activateurs ( (
am= - pi

Machinerie
transcriptionnelle

Récepteurs
nucléaires

Répression
HDAC

Figure 9: Représentation schématique du mode d’action des récepteurs nucléaires.

(1) En I’absence de ligand, le récepteur nucléaire recrute un complexe co-répresseur a activité
HDAC qui contribue a la condensation de la chromatine. (2) La liaison du ligand a son
récepteur provoque le désengagement du complexe co-répresseur et le recrutement d’un
complexe co-activateur a activit¢ HAT qui décondense la chromatine. (3) Un autre complexe
co-activateur recruté par le récepteur nucléaire stimule I’initiation de la transcription en
interagissant avec la machinerie transcriptionnelle. D aprés Robinson-Rechavi et al., 2003.
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1.1.5. La famille des récepteurs orphelins

Les membres "classiques" de la superfamille des récepteurs nucléaires ont été
découverts et clonés grace a la connaissance que 1'on avait de leurs ligands. En effet, il était
¢tabli que certaines hormones connues exergaient leurs fonctions physiologiques grace a leur
liaison a des récepteurs (Evans, 1988). Les chercheurs ont alors noté que les récepteurs
nucléaires présentaient une trés grande homologie de séquence, a la fois au niveau protéique
et nucléotidique. De nouveaux membres ont ensuite été cherchés, non plus a partir de la
connaissance d'une hormone, mais directement dans les banques d'ADNc, en utilisant comme
sonde les séquences du DBD, le domaine le plus conservé. Cet exercice de clonage a conduit
a 2 résultats inattendus. Premiérement, un méme ligand, comme Tj; et 1'acide rétinoique tout-
trans, peut se fixer a de multiples récepteurs. Deuxiémement, la recherche de nouveaux
membres de la superfamille a conduit a 1'isolement de nombreux ADNc codant pour des
protéines présentant des structures caractéristiques des récepteurs nucléaires, mais dont le
ligand est encore inconnu ou inexistant. Ces protéines (dont ROR) ont alors été regroupées

sous le terme de "récepteurs nucléaires orphelins".

Les récepteurs nucléaires orphelins reconnaissent des ¢léments de réponse
spécifiques grace a leur DBD de fagon similaire a celle des récepteurs nucléaires classiques.
En effet, la majorité des récepteurs nucléaires orphelins possédent tous les domaines
fonctionnels qui caractérisent les récepteurs nucléaires classiques (Zhao et al., 1998).
Cependant certains récepteurs ont un domaine régulateur trés court, et par conséquent ne
possedent pas de domaine AF-1. D'autres, comme Rev-Erb, ne posseédent pas de domaine AF-

2.
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1.2. Le groupe des récepteurs RORao, B3, v

La sous-famille des récepteurs ROR (Retinoic acid receptor related Orphan
Receptor ), initialement dénommés RZRs (Retinoic Z Receptors), est composée de trois
isotypes: RORa, RORP et RORy (pour revues, voir Jetten et al., 2001; Jetten, 2004),
respectivement nommés NR1F-1, -2, et -3 par le Comit¢ de Nomenclature de Récepteurs
Nucléaires (Nuclear Receptors Nomenclature Committee, 1999). Chacun des trois membres
de la famille ROR présente un profil d'expression qui lui est propre, suggérant que chacun
d'entre eux régule des processus physiologiques différents de ceux régulés par les autres

membres.

Les geénes DHR3 (Koelle et al., 1992), MHR3 (Palli et al., 1992) et CHR3 (Kostrouch
et al, 1995) ont été identifiés chez Drosophila melanogaster, Manduca sexta et
Caenorhabditis elegans, respectivement. La comparaison de leur séquence avec celle des
RAR/RORs de mammiféres indique que ces geénes sont des homologues d'insectes des
RAR/RORs (Koelle et al., 1992; Palli et al., 1992; Becker-Andre et al., 1993). Chez le
nématode, CHR3 semble intervenir dans le développement de 1'épiderme et la mue alors que
DHR3 semble nécessaire dans la transition prépupale-pupale, dans le développement du
systétme nerveux périphérique et dans la différenciation de structures adultes pendant la

métamorphose chez la drosophile (Carney et al., 1997).

1.2.1. Clonage des RORs

La découverte des récepteurs ROR est le fruit de différentes stratégies mises en
ceuvre afin de cloner de nouveaux membres de la superfamille des récepteurs nucléaires. Ces
stratégies sont fondées sur I'homologie de séquence que présentent les récepteurs nucléaires

au niveau des deux doigts de zinc du DBD.

Le récepteur RORo humain (hRRORQ) a été le premier de la famille ROR cloné a
partir de cellules endothéliales de veine ombilicale humaine (ou HUVECs pour Human
Umbilical Vein Endothelial Cells; Becker-Andre et al., 1993). Le séquengage de ce nouveau
récepteur, initialement nommé RZRao (ou "Z" désigne une nouvelle famille), indique qu'il
présente de fortes homologies de séquence avec les récepteurs a l'acide rétinoique RAR
(Retinoic Acid-Receptor) et RXR (Retinoid X Receptor). RZRo. sera donc rapidement

renommé RORo (RAR-related Orphan Receptor ). De nombreux ADNc codant pour
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diverses isoformes de hROR« ont été isolés apres criblage de banques d'’ADNc humains de
rétine et de testicule (Giguere et al., 1994). Quatre isoformes de RORa (RORal, RORG2,
ROR03, RZRo/ ROR04) ont été identifiées (Giguere ef al., 1994; Matysiak-Scholze et Nehls,
1997; Steinmayr et al., 1998).

RORP a été cloné a partir de cerveau de rat grace a une stratégie de PCR similaire a
celle qui a permis le clonage de RORa (Carlberg et al., 1994). Deux isoformes de RORJ
(RORP1 et RORP2) ont été identifiées (Andre et al., 1998a).

hRORY a aussi été cloné par PCR a partir de pancréas humain (Hirose et al., 1994).
Le récepteur mRORY, aussi appelé TOR (Thymus Orphan Receptor), a été cloné apres
criblage de banques d'ADNc de muscle (Medvedev ef al., 1996) et de cellules T de souris
(Ortiz et al., 1995). Deux isoformes RORyl et RORY2 (aussi nommé RORYt) ont été
identifiées (He et al., 1998).

1.2.2. Structure des protéines ROR

Les protéines ROR ont une structure en domaines similaire aux autres membres de la
superfamille des récepteurs nucléaires (voir figure 1). Elles contiennent un domaine
modulateur (région A/B), un domaine de liaison a I'ADN (région C), une région charniére
(région D) et un domaine de liaison au ligand (région E) en position carboxy-terminale
(Becker-Andre et al., 1993; Carlberg et al., 1994; Giguere et al., 1994; Hirose et al., 1994;
Ortiz et al., 1995; Medvedev et al., 1996). Les isoformes codées par chacun des trois génes
Rora, Rorb ou Rorg difféerent entre elles seulement par la séquence de leur domaine amino-
terminal (voir figure 10), leurs domaines de liaison a I'ADN et au ligand étant identiques
(Giguere et al., 1994; Andre et al., 1998a; He et al., 1998; Villey et al., 1999). Les isoformes
sont générées par épissage alternatif et par usage de promoteur alternatif. Le domaine amino-
terminal est impliqué dans la spécificité de liaison des RORs a I'ADN, comme cela a été

montré pour RORa (Giguere ef al., 1994).
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Figure 10: Comparaison de la structure modulaire des isoformes de RORo chez
I'Homme. Les séquences en acides aminés ont été alignées schématiquement en respectant la
structure modulaire des récepteurs. Les chiffres indiquent la position des domaines
fonctionnels par rapport a la séquence en acides aminés. (Zn>", doigts de zinc; CTE, extension
carboxy-terminale)

La comparaison de la séquence en acides aminés de RORall, RORB1 et RORyl
montre que le domaine le plus conservé entre les RORs est le domaine de liaison a I'ADN.
Les DBDs de RORf, RORY et DHR3 sont respectivement 91%, 88% et 77% identiques a
celui de RORa. Le DBD du récepteur RAR présente 67% d'identité avec le DBD des RORs,
alors que les DBDs des autres récepteurs ont moins d'homologie avec ceux des RORs. Dans le

DBD, I'extension carboxy-terminale (CTE) est particuliérement conservée entre les RORs.

L'extension carboxy-terminale joue un réle important dans I'affinit¢ de RORo pour le RORE
(ROR-Response Element; Giguere et al., 1995a), comme nous en discuterons par la suite. La
région charnicre est trés peu conservée entre les RORs, et les LBDs des RORs ne sont que
modérément conservés. Les LBDs de RORP et de RORY présentent respectivement 63% et
58% d'identité avec le LBD de RORo..

Comme cela a ét¢ montré pour d'autres récepteurs nucléaires comme RXRo
(Bourguet et al., 1995), le LBD des RORs contient 12 hélices o (Harris et al., 2002; Kallen et
al., 2002). Deux régions du LBD, I'une contenant les hélices 3, 4 et 5 et l'autre contenant
I'hélice 12, sont particulierement conservées entre les RORs. Les hélices 3, 4, 5 et 12
constituent une surface d'interaction pour les co-activateurs et les co-répresseurs. La séquence

PPLYKELF située dans I'hélice 12 correspond au motif AF-2 (Danielian et al., 1992).
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Comme nous en discuterons (§1.3.2 et §1.3.3), le domaine AF-2 joue un rdle clé¢ dans le
controle de l'interaction des RORs avec les co-répresseurs et les co-activateurs et, par

conséquent, dans le controle de I'activité des RORs.

1.2.3. Localisation chromosomique des génes Ror

Le geéne Rora est localisé sur le chromosome 15921-q22 chez I'homme et sur le
chromosome 9 chez la souris (Giguere et al., 1995b; Hamilton et al., 1996). Le géne Rorb est
localisé sur le chromosome 9922 humain, région synthénique avec le chromosome 4 de souris
(Andre et al., 1998b). Le geéne Rorg est localisé sur le chromosome 1g21 chez 'homme et sur

le chromosome 3 de souris (Medvedev et al., 1996).

1.2.4. Profils d'expression des RORs

Les transcrits de Rora ont été¢ détectés dans de nombreux tissus humains et murins
dont le cceur, le cerveau, le foie, le testicule, l'ovaire, le poumon, le muscle squelettique, la
rate, les leucocytes sanguins périphériques et la peau (Becker-Andre et al., 1993; Steinmayr et
al., 1998). La plus grande quantité de transcrits a été retrouvée dans les leucocytes et la peau.
Le transcrit prédominant dans la plupart des tissus a une taille approximative de 15kb.
Quelques tissus, dont la rate, le foie, le testicule et les leucocytes, contiennent des transcrits
additionnels dont les tailles sont de 7,5 et 2,3 kb. Trois transcrits (10,5 kb - 7,5 kb - 2,4 kb)
ont aussi ¢ét¢ détectés dans le cervelet de souris (Hamilton er al., 1996). Ces transcrits

pourraient étre générés par 'utilisation alternative de signaux de polyadénylation.

Dans le cerveau, les transcrits Rora de souris sont préférentiellement localisés dans des
régions spécifiques comme le thalamus, le bulbe olfactif, le noyau suprachiasmatique de
I'hypothalamus, les cellules ganglionnaires de la rétine, les cellules de Purkinje et les

interneurones du cervelet (Matsui et al., 1995; Sashihara et al., 1996; Steinmayr et al., 1998).

Le transcrit Roral est le seul détecté dans le thalamus, le transcrit Rora4 est prédominant dans
les leucocytes et la peau, les transcrits Rora2 et Rora3 sont spécifiquement détectés dans le
testicule (Matysiak-Scholze et Nehls, 1997; Steinmayr et al., 1998). La plupart des autres
tissus contient un mélange des transcrits Roral et Rora4 (Steinmayr et al., 1998). Le profil
d'expression ubiquitaire du geéne Rora suggere qu'il participe a différents processus

physiologiques au sein de nombreux organes.
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Le profil d'expression des transcrits Rorb est plus restreint que celui des transcrits
Rora. Les transcrits Rorb sont préférentiellement localisé€s dans le cerveau, notamment dans la
glande pinéale, la rétine et le noyau suprachiasmatique de I'hypothalamus (Becker-Andre et

al., 1994; Schaeren-Wiemers et al., 1997).

Le geéne Rorg génére deux transcrits: le transcrit Rorgl a ¢été détecté dans de
nombreux tissus et il est plus abondamment exprimé dans le thymus, le muscle squelettique,
le foie, la glande mammaire, le rein et le tissu adipeux brun (Hirose et al., 1994; Ortiz et al.,
1995; Medvedev et al., 1996). L'expression du transcrit Rorg2 est restreinte au thymus et elle
est finement contrélée au cours de la thymopoiése (He et al., 1998; Villey et al., 1999; He et

al., 2000).

1.2.5. Fonctions des protéines ROR

Les sites de fixation reconnus par les RORs ont été identifiés dans les régions
régulatrices de nombreux génes (voir table I et §1.4 pour RORa). Etant donné la diversité des
fonctions physiologiques couvertes par les cibles potentielles des RORs, reconnaitre leurs
principales fonctions n'est pas aisé. Cependant, 1'analyse des mutants spontanés ou des souris
inactivées pour ces genes ou encore les analyses en culture ont permis de démontrer les roles

multiples de ces récepteurs.

Les fonctions de RORo sont variées et ont été décrites dans et hors du systéme
nerveux (voir §1.5). ROR[ semble étre un important régulateur de la survie cellulaire dans le
systéme nerveux central. Le phénotype associé avec la mutation du locus RORP chez la souris
inclut une ataxie juvénile, une démarche "en canard", des altérations de l'activité circadienne,
une dégénérescence de la rétine et un retard de la fertilit¢ male (Andre et al., 1998b). Ce
phénotype rappelle les anomalies observées chez vacillans, un mutant murin spontané décrit il
y a pres de 50 ans, et dont la lignée a aujourd'hui disparu (Sirlin, 1956). Bien que le
phénotype de souris invalidées pour RORY n'ait pas encore été rapporté jusqu'a présent, des
études cellulaires suggerent que RORY pourrait jouer un réle dans le développement des
thymocytes (He et al., 1998). RORY pourrait ainsi supprimer l'expression de Fas-Ligand et la
sécrétion de l'interleukine-2 par les thymocytes immatures CD4'/CD8" pendant le processus

de sélection négative et positive qui a lieu dans le thymus.
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1.2.6. Expression des protéines ROR au cours du rythme circadien

Les génes de la famille Ror montrent des profils d'expression circadiens dans le
systeme nerveux central et le foie, comme le montrent des expériences réalisées in vivo chez
la souris (Ueda et al., 2002). Les taux des transcrits Rora et Rorb suivent le méme rythme
circadien dans le systéme nerveux, avec un pic pendant le jour et un creux pendant la nuit. Le
transcrit Rorg n'est pas détectable dans le systéme nerveux et suit des oscillations circadiennes
dans le foie. Le transcrit Rora ne semble pas suivre de telles oscillations dans le foie et le
transcrit Rorb n'est pas détectable dans ce tissu. Ces résultats suggerent un réle des récepteurs

ROR dans le fonctionnement de I'horloge circadienne.

Comme nous l'avons vu précédemment, le récepteur nucléaire RORo fait partie
d'une famille composée de trois membres ayant chacun leurs spécificités d'expression et de

fonction. Nous allons plus particulierement nous intéresser 8 RORa.
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1.3. ROR« et régulation de la transcription

1.3.1. Modes de liaison a I'ADN

L'analyse structure/fonction des isoformes de RORo montre qu'elles possédent des

propriétés uniques de liaison a I'ADN (McBroom ef al., 1995).

1.3.1.1. Elément de réponse de ROR«

La séquence d'ADN consensus a laquelle se fixe RORa a été définie en utilisant une
stratégie couplant les techniques de retardement de migration électrophorétique et de PCR.
Cette stratégie permet de sélectionner des oligonucléotides ayant la plus forte affinité pour
ROR« a partir d'un pool d'oligonucléotides dégénérés. La séquence du RORE lié par ROR«
correspond a un motif a/gGGTCA précédé en 5' par une séquence riche en A/T (Giguere et
al., 1994). Des spécificités similaires de liaison a 'ADN ont été mises en évidence pour les
récepteurs RORP et RORy (Carlberg et al., 1994; Greiner et al., 1996; Medvedev et al.,
1996).

1.3.1.2. Fixation a 'ADN

Plusieurs ¢études, faisant appel a la technique de retardement de migration
¢lectrophorétique, ont montré que RORa se lie aux ROREs sous forme de monomeére
(Carlberg et al., 1994; Giguere et al., 1994; Giguere ef al., 1995a; Moraitis et Giguere, 1999;
Gawlas et Stunnenberg, 2000; figure 11). RORP et RORY sont aussi des récepteurs
monomeériques (Carlberg et al., 1994; Medvedev et al., 1996; Gawlas et Stunnenberg, 2000).
Par ailleurs, ROR ne forme pas d'hétérodimere avec les RXRs (Giguere et al., 1994).

L'analyse de protéines RORo dans lesquelles diverses délétions ont été réalisées a
montré que les deux doigts de zinc étaient nécessaires mais pas suffisants pour assurer une
liaison de RORa au RORE (Giguere et al., 1995a). Des expériences de retardement de
migration électrophorétique indiquent que la région située entre les acides aminés 35 et 45 est
importante pour la liaison de RORal a I'ADN. La CTE située entre les acides aminés 138 et
166 est aussi importante pour la liaison de RORal a I'ADN. Des analyses par interférence de
méthylation indiquent que les doigts de zinc de ROR« interagissent avec le grand sillon

d'ADN au niveau du motif AGGTCA, alors que la CTE contacte le petit sillon adjacent au
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niveau de la région riche en A/T du RORE (Giguere et al., 1995a). Les contacts spécifiques
de la CTE avec 'ADN sont analogues a ceux observés pour 'homodimére Rev-Erbo (Zhao et
al., 1998). De plus, la substitution dans le DBD de RORo de seulement 4 nucléotides par
ceux présents chez Rev-Erba, est suffisante pour conférer a ROR la capacité de former des
homodimeéres (Moraitis et Giguere, 1999). Enfin, la liaison de RORa a I'ADN provoque une
courbure de 'ADN (McBroom et al., 1995), et des délétions de la région charniére et de la
région amino-terminale de ROR«. altérent les caractéristiques d'interaction RORo/ADN telles

que la courbure.

cholestérol NTD
V4

m@ ’—>

\(A/T)6 AGGT/ Geéne cible
RORE

Figure 11: Représentation de la fixation de RORa sur son élément de réponse dans le
promoteur des génes cibles.

1.3.1.3. Specificité de liaison a I'ADN des différentes isoformes

Bien que tous les RORs lient ' ADN au niveau de motifs a/gGGTCA précédés par
une séquence riche en A/T, les différentes isoformes montrent des affinités distinctes pour des
RORE:s différents, comme cela a été¢ montré dans le cas de RORal et RORa2 (Giguere ef al.,
1994) et de RORPB1 et RORP2 (Andre et al., 1998a). En ce qui concerne RORa, le site
consensus est 5-DWWWNWAGGTCA-3' pour RORal et 5S'-“-WWAWNTAGGTCA-3' pour
ROR02 (N=A, T, Gou C ; D=A, T ou G ; W=A ou T). L'extrémité amino-terminale étant la
seule différence entre les isoformes d'un méme type (ici type o ou type B), cette région est
désignée comme celle qui influence la spécificité de liaison des RORs a leurs ROREs. En
effet, le domaine amino-terminal de RORa1 ou celui de RORo2 confere les spécificités de
liaisons aux ROREs a des récepteurs hétérologues, comme cela a été montré dans le cas du

récepteur T;RPB (Giguere et al., 1994). Les différences d'affinité des isoformes ROR pour
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divers ROREs peut étre la base de régulations différentielles de geénes cibles par les isoformes

ROR.

1.3.2. ROR¢, un activateur transcriptionnel?

De nombreuses analyses d'activit¢ RORao, basées sur des expériences de co-
transfection de vecteurs d'expression RORa et de vecteurs rapporteurs dépendant de ROREs,
ont démontré que RORo (Forman et al., 1994; Giguere et al., 1994; Schrader et al., 1996),
tout comme RORP (Carlberg et al., 1994; Greiner et al., 1996) et RORy (Medvedev et al.,
1996), est un activateur transcriptionnel constitutif dans divers types cellulaires en 'absence

de ligand exogene (Atkins et al., 1999).

Bien que la plupart des observations réalisées identifient RORo comme un activateur
transcriptionnel, certains résultats indiquent que RORo se comporte aussi comme un

répresseur transcriptionnel dans certains types cellulaires.

En effet, une étude a montré qu'une protéine contenant la partie carboxy-terminale de RORa1
(acides aminés 140 a 523) fusionnée a un domaine hétérologue de liaison a I'ADN se
comporte comme un activateur transcriptionnel dans les cellules de choriocarcinome humain
JEG-3 et comme un répresseur transcriptionnel dans les cellules de rein humain 293T
(Harding et al., 1997). De plus, I'analyse de protéines de fusion contenant des protéines
RORa1 avec diverses délétions a révélé la présence de domaines d'activation et de répression
transcriptionnelle dans RORol. Le domaine d'activation est localisé a I'extrémité carboxy-
terminale de la protéine RORq, il correspond a la région AF-2. Le domaine de répression est

situé¢ dans la région charniére, il apparait plus actif dans certains types cellulaires.

Ces données suggerent que l'activité transcriptionnelle de RORo est modulée selon

le contexte qui dépend notamment de la présence de divers co-facteurs.

1.3.3. Les co-activateurs et les co-répresseurs de ROR«

Le controle de la transcription par RORa implique des co-facteurs. De nombreux co-
facteurs de RORo ont été identifiés, parmi eux des protéines interagissant avec le récepteur
aux glucocorticoides (GRIP, Glucocorticoid Receptor-Interacting Protein) des protéines

interagissant avec TR (TRIPs, T Receptor-Interacting Proteins), et des protéines associées a

ﬂL



Introduction
I

1°"¢ partie RORo:: Régulation de la transcription

TR (TRAPs, T;_Receptor-Associated Proteins). Une analyse double-hybride dans la levure a
démontré que le domaine carboxy-terminal de RORal (acides aminés 272 a 523) interagit
avec les co-activateurs TRIP-1, TIF-1 (Transcription Intermediary Factor-1), TRIP-230
(nomm¢ aussi TRIP-11), PBP (Peroxisone proliferator-Binding Protein, nommé¢ aussi TRIP-

2, DRIP 205 et TRAP220) et GRIP-1 (nommé¢ aussi TIF-2; Atkins et al., 1999).

RORa interagit aussi physiquement avec p300/CBP, SRC-1 et p/CIP (CBP
Interacting Protein; Lau et al., 1999; Moraitis et al., 2002). Par ailleurs, des expériences de
co-immunoprécipitation montrent que ROR« interagit avec le co-activateur 3-caténine (Gold
et al., 2003). Enfin, le domaine AF-2 de RORa a une fonction critique dans le recrutement
des co-activateurs et l'activité transcriptionnelle de RORo (McBroom et al., 1995; Harding et
al., 1997; Atkins et al., 1999). Ce domaine est probablement bloqué en conformation "holo",

ce qui pourrait permettre un recrutement des co-activateurs indépendamment de la présence

d'un ligand (Harris ef al., 2002).

En ce qui concerne les co-répresseurs, RORo interagit avec les co-répresseurs N-
CoR et SMRT (Harding et al., 1997). La région AF-2 semble inhiber cette interaction. Le co-
répresseur Hr (Hairless), en interagissant physiquement avec RORa., est capable de réprimer

l'activité transactivatrice de RORo (Moraitis et al., 2002) en diminuant sa dégradation (voir

§1.3.4.3).

1.3.4. Contrédle de I'activation transcriptionnelle par ROR«

Les récepteurs nucléaires peuvent fonctionner aussi bien en tant qu'activateurs que
répresseurs, et pour la plupart des récepteurs, ces activités sont controlées par des ligands.
Avec la découverte des récepteurs nucléaires orphelins, de nombreuses questions concernant
l'activation des récepteurs nucléaires ont été soulevées. Les récepteurs nucléaires ont-ils tous
des ligands, ou bien certains récepteurs agissent-ils en répresseurs ou activateurs constitutifs
de la transcription? Certains récepteurs sont-ils activés par des mécanismes autres que la
fixation d'un ligand, comme la phosphorylation? En effet, la plupart, si ce n'est tous les
récepteurs nucléaires semblent étre phosphorylés. Des altérations de la phosphorylation
peuvent affecter le récepteur de multiples fagons, parmi lesquelles la modulation de leur

activité et de la stabilité de la protéine.
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De nombreuses études ont été menées quant a l'existence de ligands pour RORa,
quant au controle de son activité par des phosphorylations ou par la stabilisation/dégradation

de la protéine.

1.3.4.1. A la recherche de ligands pour ROR«x

Comme de nombreux récepteurs nucléaires clonés sur la base d'une homologie de
séquence avec les récepteurs connus, les RORs ont ét¢ nommés récepteurs nucléaires

"orphelins", parce que la nature de leur ligand était inconnue.

Aucun ligand exogéne n'étant nécessaire ni pour son interaction avec des co-activateurs, ni
pour son activation dans des systémes aussi variés que les levures, les bactéries ou les cellules
humaines, ROR«a a, pendant longtemps, €été¢ considéré comme un activateur transcriptionnel
constitutif, indépendant de la présence d'un ligand exogéne (Atkins et al., 1999). Comme
RORP est fortement exprimé dans la glande pinéale, la principale source de mélatonine,
I'hypothése que la mélatonine pourrait étre le ligand pour les RORs a été formulée. Des études
initiales ont rapporté que la mélatonine pouvait se lier & RORp, mais aussi a RORa et
augmenter l'activité transactivatrice de ces récepteurs (Becker-Andre et al., 1994; Wiesenberg
et al., 1995). Cependant, des études supplémentaires menées par plusieurs laboratoires n'ont
pas réussi a démontrer la liaison de la mélatonine aux RORs, ni l'activation des RORs par
cette hormone (Tini et al., 1995; Greiner et al., 1996). Ces données suggerent que la
mélatonine n'est pas un ligand pour les RORs. Plusieurs dérivés de thiazolidine, dont l'agent
CGP52608 qui présente une activité¢ anti-arthritique puissante, ont ét¢ décrits comme des
activateurs spécifiques de la transactivation par RORo et RORP (Wiesenberg et al., 1995;
Missbach et al., 1996; Wiesenberg et al., 1998). Cependant, d'autres études sont nécessaires

pour confirmer que ces agents sont de vrais ligands synthétiques pour les RORs.

La question de la nature du (des) ligand(s) des RORs est donc restée sans réponse
jusqu'a la fin de l'année 2002, date a laquelle le cholestérol ou 1'un de ses dérivés a été proposé
comme un ligand naturel de RORa (Kallen ef al., 2002). En effet, la résolution de la structure
du LBD de RORa par cristallographie a permis de révéler la présence de cholestérol dans la
poche de liaison au ligand du récepteur nucléaire. Une autre étude, menée sur le LBD de
ROR« exprimé dans les cellules d'insecte Sf-9 (Spodoptera frugiperda 9) et purifié a partir de
ces cellules, a montré que les principaux ligands de RORa étaient le cholestérol et le 7-

déhydrocholestérol (pro-vitamine Dj3; Bitsch ef al., 2003). Cette étude, basée sur une approche
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par spectrométrie de masse, a également permis de montrer, par échange de ligands, que le
sulfate de cholestérol avait une affinité plus forte pour le LBD de RORa que le cholestérol.
La structure du LBD de RORo complex¢ au sulfate de cholestérol a aussi été déterminée par
cristallographie (Kallen ef al., 2004). De plus, la déplétion en cholestérol de cellules
d'ostéosarcome U-20S semble provoquer une diminution de la transactivation par RORa
(Kallen et al., 2002). Cette activité est partiellement restaurée par 1'ajout de cholestérol ou de
ses dérivés comme le 7-déhydrocholestérol ou le sulfate de cholestérol. De plus, des
mutations de résidus du LBD qui empéchent la liaison au cholestérol diminuent aussi 'activité

transcriptionnelle de RORa (Kallen et al., 2002).

Le cholestérol apparait donc comme le ligand naturel de RORa. Par ailleurs, une
étude récente indique que le ligand naturel de ROR pourrait étre 1'acide rétinoique tout-trans

(Stehlin-Gaon et al., 2003). Aucun ligand n'a encore été proposé pour RORY.
1.3.4.2. Controle de l'activité de RORa par des kinases?

- Protéines kinase A et C.

Comme les autres récepteurs nucléaires, RORa est une phosphoprotéine, bien que
les sites précis de phosphorylation n'aient pas encore été¢ déterminés. RORol contient des
sites potentiels de phosphorylation par la protéine kinase C en Ser35 et Thr53, et un site

potentiel de phosphorylation par la protéine kinase A en Ser49 (Giguere et al., 1995a).

- Le signal calcium et la kinase CaMKIV.

L'activité transactivatrice de RORa est modulée par la kinase CaMKIV dépendante

du signal calcium.

L'élévation du taux de Ca’" joue un role prédominant dans de nombreuses fonctions
cellulaires dont I'activation de la transcription. Le signal Ca®" est principalement relayé par la
calmoduline (CaM) qui sert de récepteur du Ca®" dans le cytoplasme et le noyau (Means,

2000). La CaM liée au Ca®" active rapidement des enzymes telles que les protéines kinases.

Les CaMKs (CaM Kinases), dont trois membres sont connus (CaMK-I, -II, et -IV), font partie
d'une famille de sérine/thréonine protéines kinases dépendantes de la CaM/Ca®" et sont
capables de phosphoryler une variété de substrats (Means, 2000). CaMKIV est aussi capable

d'augmenter l'activité¢ transactivatrice de RORa (Kane et Means, 2000). En effet, des

AL



Introduction
I

1°"¢ partie RORo:: Régulation de la transcription

expériences de co-transfection ont montré qu'une forme constitutivement active de CaMKIV
stimule l'activité transactivatrice de RORo sur un RORE. Au contraire, la co-transfection
d'une CaMKIV dépourvue d'activité catalytique n'a aucun effet sur I'activité RORo. Un effet
similaire a celui de CaMKIV sur RORa a ét¢ montré pour CaMKI, mais pas pour CaMKII.
De plus, la stimulation de l'activité RORa est observée dans des cellules traitées par
I'ionomycine, un ionophore qui provoque une augmentation du taux de Ca®" intracellulaire.
RORa: est donc un facteur de transcription sensible au Ca*". Bien que RORal contienne deux
sites putatifs pouvant étre phosphorylés (Ser 49 et Ser 58), la mutation de ces sites n'alteére pas
l'effet de CaMKIV sur l'activité transcriptionnelle de RORo. De plus, la CaMKIV est
incapable de phosphoryler une protéine RORo produite in vitro et le LBD de RORo est
suffisant pour observer l'effet stimulateur de CaMKIV. Ces données indiquent que l'effet de
CaMK (-I ou -IV) sur l'activit¢ de RORa n'implique pas une phosphorylation de la protéine
RORo.. 11 est possible que CaMK (-I ou -IV) phosphoryle d'autres protéines nucléaires comme
les co-facteurs de RORa.. Ces résultats permettent d'imaginer que les voies de signalisation
provoquant une augmentation de l'influx de Ca’" sont capables d'augmenter l'activation de la

transcription par RORa dans les cellules qui expriment RORo et CaMK (-1 ou -1V).

Contrairement a CaMKI et CaMKII dont I'expression est ubiquitaire, l'expression de
CaMKIV est limitée au cerveau, aux lymphocytes T et aux cellules germinales males en
phase post-méiotique. Ce profil d'expression suggere que le controle de I'activit¢é de RORo
par CaMKIV ne s'exerce que dans certaines conditions physiologiques et dans un nombre

limité de tissus.

1.3.4.3. Dégradation de RORa par le systeme ubiquitine-protéasome.

Le systeme ubiquitine-protéasome (Glickman et Ciechanover, 2002) est le systéme
majeur utilisé par les eucaryotes pour dégrader sélectivement des protéines qui jouent des
roles clés dans divers processus cellulaires comme la régulation du cycle cellulaire, la
différenciation, la transduction du signal et la transcription. La voie protéolytique utilisant
I'ubiquitine (Ub, protéine de 76 acides aminés) et le protéasome fonctionne en deux grandes

étapes (figure 12).

Dans un premier temps, le substrat a dégrader est marqué par liaison covalente d'une
chaine de poly-ubiquitine grace a l'action d'une cascade enzymatique impliquant trois types

d'enzymes: El (Ub-activating enzyme), E2 (Ub-conjugating enzyme) et E3 (Ub-ligase).
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L'attachement covalent de 1'Ub se fait par une liaison isopeptidique a un résidu Lys du
substrat. E1 active 1'Ub de maniére dépendante de I'ATP, et la transmet a E2, qui également
fixe I'Ub et qui catalyse le transfert de 1'Ub sur le substrat via E3 qui permet une spécificité de
reconnaissance du substrat. La réaction de conjugaison de I'Ub a lieu plusieurs fois, 1'Ub étant
conjuguée a elle-méme, ce qui aboutit a la formation d'une chaine de poly-Ub sur le substrat.
L'ubiquitinylation est réversible: les molécules d'Ub peuvent étre séparées du substrat par des

enzymes de dé-ubiquitinylation.

Dans un deuxiéme temps, le substrat poly-ubiquitinylé est reconnu et dégradé par le

complexe du protéasome 268S.

b
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Une étude montre que la protéine RORo est une cible du systéme ubiquitine-
protéasome (Moraitis et Giguere, 2003). Les auteurs de cette étude montrent notamment que
la proté¢ine ROR« a une demi-vie égale a 1,3 heures dans des cellules Cos-1 en culture et que
le taux de protéine RORo est augmenté sous l'effet d'un traitement des cellules avec un
inhibiteur du protéasome 26S (le MG-132). L'absence de détection de protéine ROR«
ubiquitinylée dans les cellules non traitées indique que RORo-Ub est rapidement dégradée
par le protéasome 26S. La transactivation de la transcription par RORa nécessite la
dégradation de la protéine ROR« par le protéasome. En effet, le traitement de cellules par le
MG-132 a un effet inhibiteur sur l'activité transcriptionnelle de RORa.. Cette observation peut
s'expliquer par le fait que le blocage du protéasome conduit a I'accumulation de protéines

RORo ubiquitinylées non fonctionnelles. L'analyse de protéines RORo contenant des
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mutations ponctuelles dans la région transactivatrice AF-2 suggere que la dégradation de

ROR« par le protéasome nécessite un domaine AF-2 intact.

Par ailleurs, il a ét¢é montré que l'interaction de RORo avec son co-répresseur
Hairless (Hr) stabilise la protéine RORo. Cet effet protecteur de Hr nécessite l'intégrité de ses
deux motifs LXXLL impliqués dans l'interaction avec RORao. Ces observations suggerent que
la répression de l'activit¢ de RORo par Hr est la conséquence de la stabilisation du complexe

RORovHr.

1.3.5. Interactions fonctionnelles avec d'autres récepteurs

Le récepteur nucléaire RORa partage des spécificités de liaison a I'ADN avec
d'autres récepteurs nucléaires tels que ERR (Estrogen-Related Receptor; Sladek et al., 1997),
NGFI-B (Nerve Growth Factor-Induced B)/Nurr77 (Wilson et al., 1991), SF-1 (Steroiogenic
Factor-I; Lala et al., 1992) et Rev-Erb (Harding et Lazar, 1993). En effet, ces récepteurs ont
la capacit¢ de lier 'ADN sous forme monomérique au niveau d'un demi-site de type
A/GGGTCA. IIs peuvent donc entrer en compétition entre eux pour se lier a 'ADN. Le type
et I'é¢tendue de l'interaction fonctionnelle entre les voies de signalisation de deux récepteurs
nucléaires dépendent de la co-expression des récepteurs dans la cellule, de la présence de

leurs ligands et co-facteurs spécifiques et de leur affinité pour le méme ¢élément de réponse.

1.3.5.1. Interactions fonctionnelles entre ROR o et Rev-Erb

Les deux membres de la famille Rev-Erb, Rev-Erba et -B, possédent des
caractéristiques particuliéres. Premiérement, le géne Rev-Erbo a été découvert parce qu'il
était localisé sur le brin opposé a celui de T;Ro (Miyajima et al., 1989). Le géne Rev-Erbf,
cloné simultanément par plusieurs groupes (Dumas et al.,, 1994; Forman et al., 1994;
Retnakaran et al., 1994), est lui étroitement lié¢ au géne T;RP. Deuxiémement, les récepteurs
Rev-Erb peuvent se lier a 'ADN soit sous forme de monomeres, soit sous forme
d'homodiméres (Retnakaran et al., 1994). Le site consensus monomérique reconnu par Rev-
Erb est GAATGTAGGTCA,; dans cette séquence le T en position -1 et A en -4 par rapport au
AGGTCA sont essentiels pour une liaison de forte affinité (Retnakaran et al., 1994).
Troisiemement, les LBDs de Rev-Erb ne possédent pas de domaine AF-2: cette
caractéristique peut étre liée au fait que les récepteurs Rev-Erbs sont des répresseurs

constitutifs de la transcription génique (Retnakaran et al., 1994).
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La répression transcriptionnelle par les Rev-Erbs est médiée par des interactions
directes avec les co-répresseurs des récepteurs nucléaires, N-CoR, SMRT (Silencing Mediator
for RAR and Thyroid hormone receptor), et SUN-CoR (Downes et al., 1996). La répression
transcriptionnelle via des sites monomériques peut impliquer deux types de mécanismes: soit
un mécanisme passif de compétition pour des facteurs de transcription activateurs ou pour des

composants de la machinerie transcriptionnelle basale, soit un mécanisme actif indépendant.

Les récepteurs nucléaires Rev-Erbol et Rev-Erbf sont décrits comme des répresseurs
transcriptionnels qui lient I'ADN sous forme de monomeéres ou d'homodimeéres (Retnakaran et
al., 1994; Harding et Lazar, 1995). Il a ét¢ montré que, par compétition pour la liaison a un
méme élément de réponse, Rev-Erba et Rev-Erbf inhibent l'effet transactivateur de RORa
(Forman et al., 1994; Akashi et Takumi, 2005; Guillaumond et al., 2005). De plus, la
répression du geéne N-myc par Rev-Erbf peut étre levée par l'expression de RORa, par un
mécanisme qui implique la compétition entre ROR o et Rev-Erbf3 (Dussault et Giguere, 1997).
De facon, intéressante, il a ét¢é montré que l'expression de Rev-Erba est un géne cible de
RORa, ajoutant un degré d'interaction entre ces deux types de récepteurs (Delerive et al.,

2002; voir aussi §1.4).

Les récepteurs RORs et Rev-Erbs ont tous les deux des profils d'expression
ubiquitaires. Ils sont co-exprimés dans de nombreux tissus, notamment dans le cerveau, le
muscle squelettique, le cceur et le foie (Becker-Andre et al., 1993; Forman et al., 1994;
Steinmayr et al., 1998). Il est donc trés probable que ces récepteurs nucléaires soient
impliqués dans les mémes processus physiologiques. Cela semble étre le cas, notamment en
ce qui concerne la différenciation musculaire (Downes et al., 1995; Lau et al., 1999) et la
différenciation adipocytaire (Chawla et Lazar, 1993; Austin et al., 1998). L'expression de
Rev-Erba dans le foie est stimulée par les fibrates via un autre récepteur nucléaire, PPAR«x
(Peroxisome Proliferator-Activated Receptor o). Ainsi, Rev-Erb pourrait également intervenir

dans le métabolisme lipidique (Gervois ef al., 1999).

De plus, il est intéressant de remarquer que, comme pour RORq, I'expression des
transcrits codant pour les récepteurs Rev-Erboal et Rev-Erbf suit un rythme circadien dans le
systtme nerveux central de souris (Ueda ef al, 2002). Cette information suggere une

interaction fonctionnelle de ces récepteurs dans le fonctionnement de l'horloge circadienne

(voir §1.5.8).
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1.3.5.2. Interactions fonctionnelles entre ROR o et T3R

L'hormone thyroidienne (tétra-iodo-L-thyronine, T4; tri-iodo-L-thyronine, T3) joue
un réle clé dans la croissance et la différenciation du systéme nerveux. En effet, un déficit en
hormone thyroidienne pendant la période périnatale provoque des défauts neurologiques dans
le cervelet de rongeur en développement (pour revue récente de la littérature, voir Yen, 2001),
en particulier dans le cervelet (Nicholson et Altman, 1972a, b, c). La Ts est la forme
transcriptionnellement active de I'hormone thyroidienne, elle se lie au récepteur nucléaire
TsR. Le récepteur T3;R 1ié¢ a son ligand se fixe a des éléments de réponse a I'hormone
thyroidienne (TRE/Thyroid Hormone-Response Element) sous forme de monomere,
d'homodimeére et d'hétérodimere avec RXR (Yen, 2001). Ces complexes activent ou répriment

la transcription de génes cibles d'une maniere dépendante du ligand.

Plusieurs observations indiquent l'existence d'interactions fonctionnelles entre les
récepteurs nucléaires RORo et T3R. Dans le cervelet, un traitement T4 provoque, en période
périnatale, une augmentation du taux de transcrits Rora dans le cervelet (Koibuchi et Chin,
1998). Ces résultats suggerent que I'hormone thyroidienne contrdle 1'expression du géne Rora
dont le produit régule lui-méme I'expression de geénes essentiels pour un développement
normal du systéme nerveux central, en particulier du cervelet. De fagon intéressante, en dépit
d'un fonctionnement thyroidien normal, les souris dépourvues de RORo fonctionnel
présentent également des anomalies de développement du cervelet (voir §1.5.1), cependant

trés aggravées comparé aux animaux hypothyroidiens (Hamilton et al., 1996).

Une autre étude montre, grace a des expériences de co-transfection et d'expression
transitoire, que ROR« stimule la transactivation dépendante du TsR (TsRa et T3Rp) 1lié a son
ligand (Koibuchi et al., 1999). Cet effet stimulateur de ROR est observé sur des TREs de
configurations différentes (ER, IR, DR). Au contraire, RORa n'a pas d'effet sur la répression
transcriptionnelle dépendante du T;R non li¢ a son ligand. De plus le TsR n'affecte pas la
transactivation dépendante de RORa 1i¢é au RORE. Ces résultats indiquent que RORa peut
modifier l'action du T3R 1i¢ a son ligand sur les geénes sensibles a 1'hormone thyroidienne. De
plus, un sous-groupe de TREs peut servir d'¢léments de réponse communs pour RORo et
T;3R. Ainsi, des modifications du niveau d'expression d'un des deux récepteurs pourraient
affecter la compétition entre RORa et T;R pour de tels ¢éléments de réponse et, par

conséquent, modifier la transcription de geénes spécifiques.
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D'autre part, comme nous 1'avons discuté dans le cas de RORa, la kinase calcium-
dépendante CaMKIV stimule l'activité transactivatrice de T;Ro lié a son ligand (Kuno-
Murata et al., 2000). En effet, des expériences de co-transfection et d'expression transitoire
ont montré qu'une forme constitutivement active de CaMKIV stimule [l'activité
transactivatrice de T;Ra sur un TRE en présence de Ts, sans modifier l'effet répresseur de
TsRo en I'absence de son ligand. CaMKIV a donc le méme effet que RORo sur l'activité
transcriptionnelle de TsR. De plus, lorsque des vecteurs d'expression pour RORa et CaMKIV
sont co-transfectés, un effet stimulateur additif est observé sur l'activité T;Ra 1ié & son ligand

(Kuno-Murata et al., 2000).

Le co-répresseur transcriptionnel Hr (Hairless) participe aussi a l'interaction
fonctionnelle entre RORa et T;R. En effet, le géne hr est un géne dont l'expression est
controlée par 'hormone thyroidienne (Thompson, 1996; Thompson et Bottcher, 1997). De
plus, le co-répresseur Hr participe a la répression transcriptionnelle dépendante de T3R non lié
a son ligand (Potter et al., 2001). Hr, qui est aussi un co-répresseur de RORo (Moraitis et al.,
2002), est donc un élément commun entre les voies de régulation des récepteurs nucléaires
RORa et TsR. Ces résultats renforcent donc le lien entre les processus physiologiques

controlés par ROR« et ceux contrdlés par I'hormone thyroidienne.

L'interaction fonctionnelle entre RORo et Ts3R, qui implique des partenaires
communs comme la CaMKIV et Hr, est susceptible de jouer un réle important, notamment

dans la différenciation des cellules de Purkinje.
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I.4. Les génes cibles de ROR«

Un grand nombre de genes cibles potentiels de RORo ont été identifiés sur la base de
la présence de ROREs fonctionnels dans leurs régions promotrices 5'. Cependant, pour
nombre d'entre eux, la régulation par RORo dans des conditions physiologiques n'a pas été
démontrée. Le contréle par RORo de certains geénes cibles est associé a certains phénotypes
du mutant homozygote staggerer Rora*®*¢, souris chez lesquelles le géne RORo est muté
(voir §1.5). La liste de ces génes est présentée dans la table I, et je décrirai par la suite certains

de ces genes cibles.

Genes Références
Bmall (s) Sato et al., 2004; Akashi et Takumi, 2005
Sonic Hedgehog (s) Gold et al., 2003
N-myc (h, s) Dussault et Giguere, 1997
PCP-2 (s) Hamilton et al., 1996; Schrader et al., 1996; Matsui, 1997
Prosaposine (s) Jinet al., 1998
Laminine B1 (s) Matsui et al., 1995; Matsui, 1996
YF-crystalline (s, p) Tini et al., 1995; Schrader et al., 1996
BFE (s) Schrader et al., 1996; Winrow et al., 1998
I-xBa Delerive et al., 2001
p21WaElEl iy g) Schrader et al., 1996
Apolipoprotéine A-I (r,s) Vu-Dac et al., 1997
Apolipoprotéine C-111I (h) Raspe et al., 2001
Apolipoprotein A-V (h) Lind et al., 2005
Oxytocine (s) Chu et Zingg, 1999
Rev-Erba (h) Delerive et al., 2002; Raspe et al., 2002
RARP (h) Schrader et al., 1996
PPARY (h) Sundvold et Lien, 2001
BSP (s, 1, h) Schrader ef al., 1996; Meyer et al., 2000
5-lipoxygénase (h) Schrader et al., 1996
o-feetoprotéine (r) Bois-Joyeux et al., 2000
Fibrinogéne B Chauvet et al., 2005
CRBP-I (s) Schrader et al., 1996

Table 1 : Genes cibles potentiels de RORa. (h : humain, p : poulet, r : rat, s: souris).
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- Sonic Hedgehog

Une étude récente montre que le promoteur du géne codant Sonic hedgehog (SHH),
un régulateur mitogénique impliqué dans le développement du cervelet, est un promoteur
cible de ROR« in vivo (expériences d'immunoprécipitation de la chromatine ou ChIP; Gold e?
al., 2003). De plus, ROR« recrute les co-activateurs transcriptionnels B-caténine et p300 au
niveau du promoteur Shh. En l'absence de protéine RORo fonctionnelle chez le mutant
staggerer (Rora®®"®), la prolifération des grains est diminuée dans des cultures organotypiques
de cervelet, alors que 1'ajout de Shh recombinant restaure une prolifération cellulaire normale
(Gold et al., 2003). Le taux d'ARNm Shh est fortement diminué dans le cervelet de souris

%8¢ par rapport a celui des souris Rora™" (Gold et al., 2003). Dans le cervelet, Shh -

Rora
synthétis¢ par les cellules de Purkinje - est un signal mitogéne crucial pour les grains
(Dahmane et Ruiz-i-Altaba, 1999). L'inhibition de la voie de transduction initiée par Shh dans
les grains conduit a une forte diminution de la population des grains dans le cervelet
(Dahmane et Ruiz-i-Altaba, 1999), alors que l'activation trop importante de la voie Shh a ét¢
associée a la prolifération anarchique des précurseurs des grains pouvant mener a la formation
de médulloblastome (pour revue de la littérature, voir Wechsler-Reya et Scott, 2001). Le

contrdle transcriptionnel de Shh est associ¢ a des anomalies de genese des grains dans le

cervelet du mutant homozygote staggerer (voir §1.5.1 et 11.6.1.2).

- Purkinje Cell Protein-2

Le gene codant pour la protéine PCP-2 est un géne qui s'exprime principalement
dans les cellules de Purkinje du cervelet, cellules dans lesquelles la protéine RORao est
abondante. L'expression du gene Pcp-2 est fortement diminuée dans le cervelet de souris
Rora*®" par rapport a celui des souris Rora”" (Hamilton et al., 1996; Gold et al., 2003). De
plus, un RORE a ét¢ identifi¢ dans le promoteur du gene Pcp-2. RORa se lie a ce RORE sous
forme de monomeére et active la transcription du géne Pcp-2 a partir de cet élément de réponse
(Matsui, 1997). Des expériences de micro-injection dans des cellules CV-1 d'un vecteur
d'expression pour ROR«a et d'un vecteur rapporteur contenant le géne LacZ sous le contrdle
du promoteur du gene Pcp-2 confirment le rdle activateur de ROR sur le promoteur du geéne
Pcp-2 (Gold et al., 2003). Le récepteur TsR participe aussi au controle de la transcription du
gene Pcp-2 (Zou et al., 1994). Cette information souligne l'existence d'une interaction

fonctionnelle entre RORa et T3R dans le cervelet. Il est a noter que la perte de 1'expression de
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PCP-2 dans le cervelet des souris déficientes ne semble pas €tre responsable du phénotype
cérébelleux des mutants staggerer (voir §1.5.1) puisque les souris transgéniques chez
lesquelles le geéne Pcp-2 a été inactivé présentent un cervelet normal (Mohn ef al., 1997;

Vassileva et al., 1997).

- YF-crystalline

Un autre exemple de géne co-régulé par ROR«a et T3R dans le systéme nerveux est
fourni par le gene yF-crystalline qui s'exprime spécifiquement dans le cristallin et qui code
pour une protéine de structure de ce tissu. ROR«a se lie sous forme de monomere au méme
¢lément de réponse (YF-HRE) que T3R/RXR et RAR/RXR, localisé dans le promoteur du
gene - -crystalline de souris (Tini et al., 1994; Tini et al., 1995). Ceci suggere que ces
récepteurs nucléaires entrent en compétition pour se lier a 1'élément YF-HRE. De plus, RORa,
comme T;R et RAR (-0 ou -B), stimule l'activité transcriptionnelle du promoteur de YF-
crystalline et cette stimulation nécessite l'intégrité de 1'élément YF-HRE. En l'absence d'acide
rétinoique, RARo bloque I'effet stimulateur de RORo, mais aussi celui de Ts;R, a partir

1'é1ément YF-HRE.

- Laminine B1

La laminine B1 est une protéine de la matrice extra-cellulaire impliquée dans la
croissance des neurites. Des expériences de transfection et d'expression transitoire indiquent
que ROR« stimule 'activité du promoteur /aminine Bl (Matsui et al., 1995; Matsui, 1996).
Cet effet est inhibé par la co-transfection d'un vecteur d'expression pour RAR, certainement
parce que RAR et RORa entrent en compétition pour la liaison au méme élément de réponse.
En effet, le promoteur laminine BI contient un élément de réponse, le lamRARE, constitué de
3 demi-sites de type A/GGGTCAXA (ou X correspond a C, T ou G). Ces 3 demi-sites sont
nécessaires pour conférer l'activation dépendante de RAR. ROR« se lie au demi-site localisé
a l'extrémité 5' du lamRARE et seul ce demi-site est nécessaire a conférer l'activation

dépendante de RORo.

- Prosaposine

La prosaposine est une protéine multifonctionnelle avec des fonctions intra-
cellulaires (régulation du catabolisme des glycosphingolipides) et extra-cellulaires (facteur de

régénération des nerfs). La prosaposine est abondante dans le systéme nerveux central,
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particulicrement dans les cellules de Purkinje du cervelet. ROR se lie @ un RORE situé dans
le promoteur du geéne prosaposine de souris (Jin et al., 1998). Ce RORE stimule 1'activité du
promoteur prosaposine et RORo participe, avec la protéine Sp4 (Specificity protein 4), a
I'expression spécifique de tissu du géne dans le systéme nerveux central, comme cela a été

montré par des études basées sur l'utilisation de souris transgéniques (Jin ef al., 2001).

- Bone Sialo-Protein et ostéocalcine

RORo pourrait participer au contrdle de l'expression de génes codant pour des
composants de la matrice osseuse, la bone sialo-protein (BSP) et l'ostéocalcine. En effet, un
RORE a été identifi¢ dans le promoteur du géne de souris codant pour la BSP et RORal est
capable d'activer la transcription a partir de ce promoteur dans la lignée cellulaire
d'ostéosarcome de rat ROS17/2.8 (Means, 2000). Des RORESs putatifs ont aussi été identifiés
dans le promoteur de BSP chez lI'homme et chez le rat (Schrader et al, 1996). La
surexpression de RORal ne permet pas d'augmenter 1'activité transcriptionnelle du promoteur
du géne humain codant pour l'ostéocalcine. Cependant, RORa1 réprime l'effet transactivateur
de la vitamine D (1,25(OH),D;) sur ce promoteur (Meyer et al., 2000). Ceci suggere une
interaction fonctionnelle entre la voie de signalisation dépendante de RORa et celle du
récepteur de la vitamine D. Le contrdle transcriptionnel de ces génes par RORa est associé a

des anomalies du métabolisme de 'os chez le mutant homozygote staggerer (voir §1.5.2).

- I-xBal

L'action anti-inflammatoire de RORao est associée au contrdle transcriptionnel du
gene codant pour I-xBo (voir §1.5.3), l'inhibiteur du facteur de transcription pro-
inflammatoire NF-xB (Delerive ef al., 2001). En effet, RORa1, mais pas RORo2 ni RORa3,
se lie a un RORE présent dans le promoteur du géne /-xB« et active la transcription a partir
de cet ¢élément. De plus, RORal stimule l'activité du promoteur du geéne /-xB« de fagon
dépendante de 1'intégrit¢ du RORE. Le taux de transcrit /- kB« est augmenté dans des cellules
surexprimant la protéine RORa1 et diminué dans l'aorte de souris Rora*®"¢ par rapport a celle

. +/+
de souris Rora™".

- Apolipoprotéine (Apo)A-I et ApoC-I1I
RORal, mais pas RORo2 ni RORo3, stimule [l'activité transcriptionnelle du

promoteur du geéne de rat codant pour l'apoA-I dans les cellules de carcinome du colon
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humain Caco-2 (Vu-Dac et al., 1997). Le RORE concerné recouvre en partie la boite TATA
et I'invalidation de cet élément par mutagenese dirigée abolit I'effet stimulateur de RORol sur
le promoteur. RORal se lie au RORE, mais pas @ un RORE muté. Le RORE est en partie
conservé dans le promoteur apoA-I de souris, deux nucléotides différent entre le rat et la
souris au niveau du motif AGGTCA. RORal active la transcription a partir du RORE de rat
et du RORE de souris, comme le montrent des expériences de co-transfection et d'expression
transitoire avec un vecteur composé du geéne rapporteur luciférase sous le controle du
promoteur TK (promoteur du géne Thymidine Kinase du virus de I'herpés simplex) et de I'un
ou l'autre des ROREs. De plus, le taux de transcrit apoA-I est plus faible dans l'intestin de

; . . +/+
souris Rora®®*¢ que dans celui de souris Rora™".

RORa régule aussi 1'expression du géne de 1'apoC-III humain et de celui de souris
(Raspe et al., 2001). RORal stimule l'activité du promoteur apoC-III humain dans des
lignées cellulaires d'origine hépatique (HepG2), intestinale (Caco-2) et rénale (RKI13).
RORa1 se lie a deux ROREs dans le promoteur apoC-III humain. Le RORE proximal joue un
role majeur dans la sensibilit¢ du promoteur 8 RORal. Cet élément est presque totalement
conservé chez la souris et il lie RORal. De plus, des expériences de transfection et
d'expression transitoire montrent que RORal active la transcription a partir du RORE
humain, ou celui de souris, cloné en trois exemplaires en amont du promoteur TK et du gene
rapporteur luciférase. Enfin, le taux de transcrit apoC-III est plus faible dans l'intestin et le

/+

i S . . +
¢¢ que dans celui de souris Rora™".

foie de souris Rora

Le contrdle transcriptionnel de ces génes est associé¢ a des anomalies du métabolisme

lipidique chez le mutant homozygote staggerer (voir §1.5.4).

- N-myc

Un RORE a ét¢é identifi¢ dans le premier intron du proto-oncogeéne N-myc humain et
dans celui de souris (Dussault et Giguere, 1997). RORal se lie aux ROREs humain et de
souris et stimule la transcription a partir de ces éléments de réponse. La mutation du RORE de
souris abolit la fixation de RORal et la transactivation dépendante de ce récepteur nucléaire.
De plus, RORal augmente la production de transcrit N-myc lors d'expériences de co-
transfection avec 1'unité de transcription N-myc entieére. Contrairement 8 RORo, le récepteur
nucléaire RVR/Rev-Erbf} a un effet inhibiteur sur la transcription du géne N-myc a partir du

RORE localisé dans le premier intron du gene. De plus, le taux d'ARNm N-myc est fortement
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diminué dans le cervelet de souris Rora*®" par rapport & celui de souris Rora™" (Gold et al.,
2003). II est intéressant de remarquer que N-myc est aussi un gene cible de SHH (Kenney et
al., 2003), lui-méme sous le contréle de ROR«a (Gold ef al., 2003). Ces données impliquent

ROR« dans le controle de la cancérogenése (voir §1.5.7).

- Oxytocine
Le promoteur du geéne de souris codant pour le neuropeptide oxytocine est activé par
RORa (Chu et Zingg, 1999). Deux ROREs fonctionnels ont été mis en évidence dans le
promoteur oxytocine. La mutation de ces éléments réduit l'activation dépendante de RORal.
De plus, RORal se lie directement a ces deux éléments, comme l'indiquent les résultats

d'expériences de retardement de migration électrophorétique.

- Rev-Erbo

Un exemple trés intéressant d'interaction fonctionnelle entre les récepteurs RORo et
Rev-Erba est fourni par le géne Rev-erba lui-méme. En effet, Rev-Erbo inhibe I'activité
transcriptionnelle du promoteur de son propre géne (humain) a partir de 1'élément Rev-DR2
(Adelmant et al., 1996). Une étude montre que cet ¢lément de réponse est aussi reconnu par
RORal (Raspe et al., 2002). De plus, I'¢lément Rev-DR2 confére la capacité a étre stimulé
par RORal a un promoteur hétérologue lors d'expériences de co-transfection et d'expression
transitoire. L'invalidation du rev-DR2 abolit I'effet transactivateur de RORa. dans le contexte
du promoteur Rev-erba. Une autre étude montre un effet transactivateur de RORal sur le
promoteur Rev-erba a partir d'un élément de réponse distinct de I'élément Rev-DR2 (Delerive
et al., 2002). Par ailleurs, la surexpression stable de RORa, dans les cellules d'hépatome
humain HepG2 et dans les cellules myoblastiques de rat L6, conduit & une augmentation du
taux de transcrit Rev-erba. La mutation staggerer a 1'état homozygote provoque une
diminution du taux de transcrit Rev-erba dans le muscle squelettique. Rev-erba est donc un
geéne cible de RORoa. Ainsi, l'interaction fonctionnelle entre RORo et Rev-Erba fait 'objet de

rétro-contréles dépendants des deux récepteurs nucléaires au niveau du géne Rev-erba.

Rev-Erbal n'est pas le seul récepteur nucléaire dont la transcription du géne est
controlée par RORo. En effet, un RORE putatif a été identifi¢ dans le promoteur du géne
humain codant pour RARP. RORa se lie a cet ¢élément de réponse (Schrader et al., 1996). De

plus, le géne humain codant pour PPARY est un gene cible potentiel de RORo.. RORal se lie
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a un RORE localisé dans un promoteur du geéne codant pour PPARY (Sundvold et Lien, 2001).
L'invalidation du RORE abolit l'effet transactivateur de RORol dans le contexte du
promoteur du gene PPARg. PPARY ayant un ro6le clé dans le controle de la différenciation

adipocytaire, ces résultats renforcent le role de ROR o dans ce processus physiologique.

- Bmall

Un autre exemple de l'interaction fonctionnelle de RORa et de Rev-Erba dans le
controle de l'expression d'un gene est donné par le geéne Bmall, principal acteur de la
régulation de la rythmicité de I'horloge circadienne (voir aussi §1.5.8 et figure 15). En effet,
RORa contrdle l'expression du géne Bmall, alors que Rev-Erba réprime sa transcription

(Akashi et Takumi, 2005; Guillaumond et al., 2005; Ueda et al., 2005).

L'expression rythmique de Bmall est dépendante de la fixation compétitive de
ROR« (activation de la transcription) ou de Rev-Erboa (répression de la transcription) sur
1'élément RORE présent dans son promoteur. Rora agit en coordination avec Rev-erba et leur
compétition sur les mémes ¢léments de réponse dans le promoteur conduit le rythme de la

transcription de Bmall.

- Autres génes
Des ROREs fonctionnels ont aussi ét¢ identifiés dans des éléments cis-régulateurs de
la transcription des geénes codant pour la BFE (BiFunctional Enzyme) aussi nommée énoyl-
CoA hydratase3-hydroxyacyl-CoA déshydrogénase (Schrader et al., 1996; Winrow et al.,
1998), le fibrinogéne B (Chauvet et al., 2005), la 5-lipoxygénase (Steinhilber et al., 1995;
Schrader et al., 1996), I'a-feetoprotéine (Bois-Joyeux et al., 2000), la CRBP-I (Schrader et al.,
1996) et la protéine p21"*"“P! (Schrader et al., 1996).
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I.5. Réles physiologiques de RORa, un récepteur aux fonctions

multiples

Les fonctions physiologiques du récepteur nucléaire ROR« ont, pour la plupart, été
caractérisées grace a l'analyse du phénotype de souris dont le géne Rora est invalidé: les

souris homozygotes pour l'all¢le staggerer (du verbe anglais to stagger: tituber).

La souris staggerer est un mutant naturel apparu spontanément en 1955 dans un
¢levage de souris obéses et de fond génétique C57BL/6 du "Jackson Memorial Laboratory" et
décrit pour la premiére fois en 1962 par Sidman, Lane et Dickie (Sidman et al., 1962). Les
souris homozygotes pour l'allele staggerer ont initialement été caractérisées par des
tremblements, un déséquilibre corporel et une petite taille. De plus, elles montrent une sévere
ataxie cérébelleuse due a un défaut de développement des cellules de Purkinje. C'est en 1996
que la mutation staggerer a été localisée dans le géne Rora (sur le chromosome 9), par le
groupe de Lander (Hamilton et al., 1996). Ce résultat a été confirmé un an plus tard par
Matysiak-Scholze et Nehls (Matysiak-Scholze et Nehls, 1997). Une délétion de 6,5kb dans la
séquence génomique du gene Rora résulte en la délétion d'un exon codant la partie amino-
terminale du LBD de RORa. Cette délétion cause un décalage du cadre de lecture au niveau
de I'acide aminé 273 de RORal qui conduit a la création d'un codon stop prématuré 27 acides
aminés apres. Une telle délétion résulte en un ARN codant une protéine RORo tronquée, mais
qui conserve son domaine de fixation a I'ADN, ce qui conduit a la perte de sa fonction de
transactivation. Cependant, I'évaluation semi-quantitative par Northern Blot a montré chez les
mutants une forte réduction des ARN messagers délétés Rora™ par rapport aux ARN Rora
sauvages, via un mécanisme de dégradation des ARN Rora*® (Hamilton et al., 1996). Ces

résultats suggerent que staggerer est un allele nul.

Deux lignées de souris dépourvues d'un récepteur nucléaire RORo fonctionnel ont
aussi €été générées par mutagencse dirigée en 1998. Dans la premicre lignée, un vecteur
portant le géne LacZ codant pour la B-galactosidase remplace de deuxiéme doigt de zinc du
DBD de ROR« (Steinmayr et al., 1998). Dans la deuxieéme lignée, une cassette portant le
geéne de résistance a la néomycine codant pour la néomycine phosphotransférase remplace le

premier doigt de zinc du DBD de RORa (Dussault ef al., 1998).
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Les deux lignées de souris Rora” ont un phénotype cérébelleux similaire a celui des
souris homozygotes pour la mutation staggerer (Rora®®*é), ce qui renforce I'hypothése que

que la mutation staggerer provoque une perte de fonction de la protéine RORo.

L'é¢tude de modeles cellulaires a aussi permis de révéler I'implication de RORa dans plusieurs

processus physiologiques.

1.5.1. RORo participe au développement et au vieillissement du

cervelet

L'é¢tude de la fonction de RORo dans le cervelet a été étudiée bien avant
l'identification du géne Rora. Historiquement, la premiére fonction physiologique attribuée au
geéne portant la mutation staggerer (géne Rora, encore inconnu a I'époque) a été son
implication dans le développement du cervelet. RORa, qui est exprimé trés tot - dés E14
(Steinmayr et al., 1998) dans le cervelet, exerce une fonction majeure dans le développement
du cervelet puisque son absence conduit & un phénotype ataxique, phénotype 1i¢ a des pertes
massives de cellules dans le cervelet. Une description détaillée de la fonction de RORo dans
le développement des cellules cérébelleuses (en particulier les cellules de Purkinje) sera
présentée dans le §11.6, ceci par souci de clarté, a la fin de la deuxiéme partie qui concerne le

cervelet et son développement.

De méme que les souris Rora™®*, les souris Rora” ont des tremblements, un
déséquilibre corporel, une ataxie cérébelleuse (due a un défaut de développement des cellules
de Purkinje, voir §I1.6) et la plupart des mutants homozygotes meurent rapidement aprés le
sevrage (Guastavino, 1983; Dussault et al., 1998; Steinmayr et al., 1998). La capacité des

souris Rora*®*s

et Rora” a coordonner leurs mouvements est diminuée, comme l'indique
I'augmentation de la fréquence de leurs trébuchements par rapport a des souris sauvages
(Steinmayr et al., 1998). Des tests indiquent aussi que leur force musculaire et leur équilibre
sont diminués (Steinmayr et al, 1998). De plus, les caractéristiques morphologiques et
électrophysiologiques des cellules de Purkinje du cervelet Rora” sont indistinguables de
celles des souris Rora’®*¢ (Dussault et al., 1998; Steinmayr et al., 1998; Doulazmi et al.,

2001).
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Le cervelet de ces souris est de taille nettement inférieure a celui de souris sauvages
(voir figure 13). Cette atrophie du cervelet est liée a la neurodégénérescence des cellules de
Purkinje ainsi qu'a l'absence de la quasi-totalité des cellules granulaires (Sidman et al., 1962;
Sotelo et Changeux, 1974; Landis et Sidman, 1978; Herrup, 1983; Zanjani et al., 1990;
Steinmayr ef al., 1998).

Figure 13: Atrophie cérébelleuse chez le mutant Rora***%. A-B: cervelet de souris adulte
Rora™". C-D: cervelet de souris adulte Rora’®*¢. B, D: Coupe parasagittale dans le vermis (au
niveau de la fleche dans la photo A et C respectivement). La couche des cellules de Purkinje
est révélée (en marron) a l'aide d'un anticorps anti-calbindine.

Alors qu'environ 80% des cellules de Purkinje ont dégénéré chez les mutants, les
cellules de Purkinje restantes sont immatures, ectopiques, et présentent des anomalies de
différenciation (voir §I1.7.2). Par ailleurs, bien que la morphologie du cervelet des souris
hétérozygotes Rora ¢ apparaisse normale, une perte significative des cellules de Purkinje du
cervelet et une atrophie des dendrites des cellules survivantes ont lieu au cours du
vieillissement (Doulazmi et al., 1999; Hadj-Sahraoui et al., 2001). La perte des cellules de
Purkinje au cours du vieillissement est plus précoce chez les males que chez les femelles,
indiquant une influence des hormones sexuelles (Doulazmi et al., 1999). De plus, les souris

+/sg

Rora % ont un comportement moteur anormal (Caston ef al., 1995; Caston et al., 2004).

Ces résultats suggerent que RORa joue un rdéle neuroprotecteur lors du

développement et du vieillissement. RORo contréle l'expression de la protéine PCP-2
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(Matsui, 1997), protéine abondamment exprimée dans les cellules de Purkinje, mais 1'absence
de PCP-2 dans le cervelet du mutant staggerer (Hamilton et al., 1996; Gold et al., 2003) ne
semble pas étre responsable de la dégénérescence observée. En effet, la souris invalidée pour
Pcp-2 ne présente pas d'anomalie cérébelleuse (Mohn ef al., 1997). Les fonctions de PCP-2 ne
sont pas connues, mais le phénotype des souris invalidées pour ce geéne indique que le geéne
Pcp-2 n'est pas indispensable a la survie des cellules de Purkinje, ou indique 1'existence d'une

compensation de sa fonction chez la souris délétée pour ce gene.

1.5.2. RORo et métabolisme de I'os et du cartilage

Le role de ROR« dans le controle du métabolisme de 1'os a été mis en évidence grace
a l'utilisation de modeéles cellulaires et a l'analyse du phénotype de souris Rora’®*® (Meyer et
al., 2000). L'os est un tissu organisé au métabolisme actif. La formation et le remodelage de
l'os font partie d'un systéme homéostatique intégré dans lequel les ostéoblastes jouent un role
central. Les ostéoblastes sécrétent la matrice organique qui sera ensuite minéralisée. Cette
matrice est composée de fibres de collagéne de type I et d'autres protéines comme la BSP
(Bone SialoProtein), 1'ostéopontine et l'ostéocalcine. Les ostéoblastes sont issus de la
différenciation de cellules souches mésenchymateuses (MSCs/Mesenchymal Stem Cells) qui
sont des cellules multipotentes présentes dans la moelle osseuse. Le transcrit Rora et la
protéine RORo ont été¢ détectés dans des MSCs humaines. Le taux de transcrit Rora est
augmenté dans les MSCs humaines au cours de la différenciation en ostéoblastes. La fonction

5¢¢ ont des os

de RORao dans 1'os a été caractérisée par une étude montrant que les souris Rora
plus fins que les souris Rora”". De plus, le contenu minéral du tibia des souris Rora™®*® est
plus faible que celui des souris Rora™". Le phénotype osseux des souris Rora "¢ est identique
a celui des Rora™" (Meyer et al., 2000), du moins chez les adultes jeunes. Ces résultats

sg/sg

indiquent que les souris Rora™*"® ont des os ostéopéniques et suggerent un réle de RORo dans

le contréle du métabolisme de 1'os et dans la protection contre 1'ostéoporose.

Le mécanisme d'action de RORa dans l'os n'est pas encore ¢élucidé. Cependant, des
résultats indiquent que ce récepteur nucléaire participe au contréle de la transcription des
genes codant pour la BSP et 1'ostéocalcine, deux protéines importantes pour la formation du

tissu osseux (voir §1.4).

De plus, RORa est présent dans le cartilage articulaire de rat. L'interleukine 1B, qui

est impliquée dans la dégradation du cartilage, provoque une augmentation du taux de
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transcrit et de protéine RORo dans des chondrocytes de rat en culture primaire (Bordji et al.,

2000). Ces résultats suggerent un role de RORa dans le métabolisme du cartilage articulaire.

1.5.3. RORo, modulateur de I'immunité et de Ila réaction

inflammatoire

Le récepteur nucléaire RORo est fortement impliqué dans le fonctionnement du

systéme immunitaire. En effet, le développement du thymus des souris Rora®®*®

est retardé
par rapport a celui des souris Rora™", leur rate est plus petite et leurs ganglions lymphatiques
sont plus grands par rapport & ceux des souris Rora™* (Trenkner et Hoffmann, 1986). La
formation de lymphocytes T helpers apparait normale chez les souris Rora*®*¢. Cependant, la
mutation staggerer, a 1'état homozygote, entraine une anomalie de genése des cellules

suppressives et dans la terminaison des réponses immunitaires engageant des lymphocytes T

(Trenkner et Hoffmann, 1986).

Plusieurs observations mettent en évidence une action anti-inflammatoire de RORa..
Les macrophages de souris Rora®®*® traités in vitro par différents immuno-modulateurs
(LPS/acide lipopolysaccharide; ou N-acétylmuramyl-L-alanyl-D-isoglutamine, MDP; ou N-
acétylmuramyl-L-alanyl-D-glutamine-O-n-butyl, murabutide) ont de plus forts taux
d'induction du transcrit codant pour l'interleukine 1B que les macrophages de souris Rora"”
ayant subi le méme traitement (Kopmels ef al., 1992). Un méme effet différentiel du LPS
entre les souris Rora™® et les souris Rora”" a aussi été observé sur le taux des transcrits
codant pour l'interleukine 1o et le TNFa (Tumor Necrosis Factor ). De plus, une production
anormalement élevée d'TL-1P (interleukine 1P) a aussi été observée dans le cerveau de souris
apres traitement périphérique au LPS (Vernet-der Garabedian ef al., 1998). Une inflammation
exacerbée dans le poumon a également été décrite chez les souris Rora*®*® aprés traitement au

LPS (Stapleton et al., 2005).

L'action anti-inflammatoire de ROR o est aussi caractérisée par sa capacité a inhiber
la réponse inflammatoire dans les cellules de muscle lisse vasculaire (VSMCs/Vascular
Smooth Muscle Cells) (Delerive et al., 2001). Cette action repose sur l'effet transactivateur de
ROR« sur le géne codant pour I-xBa (voir §1.4), I'inhibiteur du facteur de transcription NF-
KkB. Ainsi, la surexpression de RORal dans des cellules humaines de muscle lisse inhibe la

réponse inflammatoire provoquée par un traitement par le TNFo, notamment 'augmentation
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des taux d'interleukines IL-6 et IL-8 et de cyclooxygénase-2 (COX-2). De plus, les souris

sg/sg

S /+
Rora ,

ont des taux de transcrits /-xB ¢ dans l'aorte plus faibles que les souris Rora’", ce

qui indique que ROR« contrdle in vivo l'expression du geéne codant pour I-xBo.

L'expression de ROR« est elle-méme contrdlée par certaines cytokines ou immuno-
modulateurs. En effet, un traitement par l'interleukine 1B, le TNFa ou le LPS provoque
'augmentation du taux de transcrit Rora dans des cellules de muscle lisse aortique en culture
(Besnard et al., 2002b). Cet effet semble étre spécifique du type cellulaire, parce qu'un
traitement par le TNFo provoque une diminution du taux de transcrit Rora dans des

préadipocytes DA et 3T3-L1 (Austin et al., 1998; Kurebayashi et al., 2001).

Les résultats présentés ici mettent en évidence une action anti-inflammatoire de
ROR« et indiquent que ce récepteur nucléaire pourrait contribuer a la prévention de maladies

inflammatoires chroniques comme l'athérosclérose.

1.5.4. RORo, métabolisme lipidique et athérosclérose

L'utilisation de modeles cellulaires permettant d'étudier la différenciation
adipocytaire (cellules 3T3-L1 préadipocytes D1) a permis de montrer que le taux du transcrit
Rora est augmenté au cours de la différenciation adipocytaire (Austin et al, 1998;
Kurebayashi et al., 2001). De plus, le TGFB1 (Transforming Growth Factor BI) et le TNFa,
cytokines connues pour inhiber la différenciation adipocytaire, provoquent une diminution du
taux de transcrit Rora dans les préadipocytes D1 (Austin et al., 1998). Ces résultats suggerent

un role de ROR« dans la régulation des geénes au cours de la différenciation adipocytaire.

Par ailleurs, la mutation staggerer a ¢été associée a plusieurs aspects de la
pathogénicité de l'athérosclérose comme l'inflammation (voir §1.5.3) et le métabolisme
lipidique. Comme nous en avons discuté dans le § 1.4, RORa contrdle la transcription des
genes codant pour les apolipoprotéines A-I et C-1II, ce qui suggere un role de ce récepteur
nucléaire dans la régulation du métabolisme des triglycérides et des lipoprotéines. En effet,
I'apoA-I est le constituant majeur des HDLs (High Density Lipoproteins) et 'apoC-III entre
dans la composition des HDLs et des lipoprotéines riches en triglycérides. Les souris Rora*®*¢
ont des taux de triglycérides plasmatiques réduits par rapport aux souris Rora”" (Raspe et al.,

2001). Cette caractéristique est associ¢e a une diminution de la production hépatique d'apoC-

IIT et des concentrations plasmatiques en apoC-III (Raspe et al., 2001). Ceci suggere un role
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de RORo dans le métabolisme des triglycérides. La diminution des taux plasmatiques de
HDLs chez la souris Rora®®® par rapport a la souris Rora™" est associée a une diminution de
I'expression du geéne de l'apoA-I dans l'intestin et a une diminution des concentrations
plasmatiques en apoA-I et apoA-II (Mamontova et al., 1998). De plus, la diminution des taux
plasmatiques de cholestérol sous forme de HDL due a I'hypoalphalipoprotéinémie est
fortement corrélée 4 une augmentation des 1ésions athérosclérotiques chez les souris Rora®®*®
par rapport aux souris Rora™* lorsqu'elles sont soumises a un régime athérogene riche en
graisses (Mamontova et al., 1998). Par ailleurs, le taux de transcrit Rora est diminué dans des
plaques athérosclérotiques humaines par rapport a des artéres mammaires dépourvues

d'athérosclérose (Besnard et al., 2002b).

Ces résultats montrent une action protectrice de RORo contre 1'athérosclérose,
probablement due en partie a une augmentation de I'alphalipoprotéinémie et a une distribution
préférentielle du cholestérol dans les HDLs, mais aussi a un role anti-inflammatoire (voir
figure 14). Il est intéressant de rappeler a ce sujet que le ligand naturel de ROR« est tres
probablement le cholestérol ou l'un de ses dérivés. Le cholestérol stimulerait donc lui-méme
via ROR« son adressage aux HDLs (pour revue, voir Boukhtouche et al., 2004). Des études
supplémentaires sont nécessaires pour ¢élucider le mécanisme de cette boucle de régulation

trés récemment mise a jour.

Métabolisme lipidigue Inflammation
Transcription Transcription
Apoa-Al i-xBex
v
; activité
: ¥ NF«xB

: \j
¥ \ cytokines
f HDL inflammatoires
% Athérosclérose

Figure 14: Mécanisme du role protecteur de RORa. contre 1'athérosclérose.
Adapté de Boukhtouche et al., 2004.
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1.5.5. RORa, angiogenése et systéme vasculaire

Le role de RORa dans I'angiogenése a été mis en évidence par la comparaison de

5858 et les

l'effet d'une ischémie induite par ligature de l'artére fémorale entre les souris Rora
souris Rora™" (Besnard et al., 2001). Chez les souris Rora™", la ligature de 'artére fémorale
provoque une augmentation rapide et transitoire du taux de transcrits Rora dans le tissu
ischémique. L'angiogenese post-ischémique causée par la ligature de l'artére fémorale a été
¢valuée dans les pattes postérieures par microangiographie, mesure de la densité en capillaires
par immunohistochimie avec un anticorps anti-CD31 et mesure du flux sanguin par imagerie
laser Doppler. Les résultats indiquent que I'angiogenése post-ischémique est beaucoup plus
importante chez les souris Rora®®*¢ que chez les souris Rora™". De plus, le taux de la protéine
eNOS (endothelial Nitric Oxide Synthase) est plus fort dans le tissu ischémique des souris

Rora*®*®

que dans celui des souris Rora”". L'oxyde nitrique (NO) est un effecteur de
I'angiogenese en aval de VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor). Contrairement a
I'eNOS, le taux de l'interleukine anti-angiogénique IL-12 est plus faible dans le tissu

ischémique des souris Rora*®"¢

. . +/+ . .
que dans celui des souris Rora”". Aucune modification de
VEGF, le principal effecteur de l'angiogenese, n'a été observée dans ces conditions
expérimentales. L'ensemble de ces résultats met en €vidence un rdle anti-angiogénique de

RORo.

De plus, une étude indique que ROR« participe au controle du tonus vasculaire des
artéres mésentériques (Besnard et al., 2002a). La pression artérielle moyenne est plus faible
chez les souris Rora*®*® que dans celui des souris Rora"" et elle augmente moins fortement

en réponse a un traitement vasoconstricteur.

1.5.6. RORo participe a la myogenése

ROR« ne participe pas seulement a la différenciation des cellules de muscle lisse. Ce
récepteur nucléaire est aussi impliqué dans le contréle de la différenciation du muscle
squelettique, comme le montrent les résultats d'une étude in vitro fondée sur 1'utilisation de la
lignée de cellules myogéniques C2C12 (Lau et al., 1999). RORa est constitutivement
exprimé lors de la différenciation (provoquée par un retrait du sérum du milieu de culture) des
myoblastes C2C12 proliférants en myotubes multinucléés post-mitotiques ayant acquis un

phénotype contractile. La surexpression de maniere stable dans les cellules C2C12 d'une
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protéine RORal dépourvue de la région E et d'une partie de la région D (RORa1(1-235))
provoque un retard de différenciation et une diminution de la taille des myotubes, associés a
un retard dans 1'immunodétection de la chaine lourde de la myosine. Cette diminution de la
capacité des cellules a se différencier est aussi associée a la diminution du taux de transcrits
codant pour MyoD, myogénine et p21V*“P! MyoD et myogénine sont des facteurs de
transcription spécifiques du muscle appartenant a la famille bHLH (basic Helix-Loop-Helix)
et participant a Il'inhibition de la prolifération, a l'activation de la différenciation et a
l'acquisition du phénotype contractile. p21V*“P! est un inhibiteur de cdk (cyclin dependant
kinase) qui est impliqué dans la sortie du cycle cellulaire. De plus, RORal interagit
physiquement avec MyoD et son co-activateur p300/CBP. L'interaction entre RORo et MyoD
nécessite le domaine d'activation amino-terminal de MyoD et le domaine de liaison a I'ADN

de RORo.

5¢%¢ ot Rora’” ont une force

Il est intéressant de remarquer que les souris Rora
musculaire plus faible que les souris Rora™" comme l'indiquent les résultats de tests
consistant a mesurer le temps que les souris sont capables de rester suspendues a une barre par
leurs pattes antérieures (Steinmayr et al., 1998). Par ailleurs, le taux du transcrit Rora est

augmenté au cours de la différenciation des cellules myoblastiques de rat L6 (Delerive et al.,
2002).

Ces résultats indiquent que RORo régule positivement la myogenese et pourrait

participer a la protection contre I'atrophie musculaire.

1.5.7. RORo et cancérogenéese

ROR« interagit physiquement in vitro avec la kinase suppresseur de tumeur NM23,
connue pour son rdéle dans l'organogencse et la différenciation (Paravicini et al., 1996).
L'expression de NM23 est inversement corrélée au potentiel métastatique. Ces résultats
suggerent un role de RORo dans la cancérogenése. Cependant, la signification physiologique

de l'interaction antre RORo et NM23 reste a établir.

N-Myc est un membre d'une famille de protéines nucléaires qui sont les produits de
trois génes bien caractérisés c-myc, N-myc, et L-myc qui possédent une activité oncogénique.
La dérégulation de l'expression de chacun de ces geénes est impliquée dans la genése ou la

progression de tumeurs. Les trois geénes myc sont capables de transformer des cellules en
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culture, en coopération avec Ha-ras activé. N-myc s'exprime dans l'embryon en
développement et est essentiel pour une organogenese normale. N-myc ne s'exprime pas dans
les tissus adultes normaux, mais de forts taux de transcrits N-myc ont été détectés dans des
tumeurs d'origine neuroendocrine et embryonnaire. L'expression du proto-oncogéne N-myc,
mesurée par sa capacité a transformer des fibroblastes embryonnaires de rat en présence de
Ha-ras activé, est augmentée en réponse a la surexpression de RORol (Dussault et Giguere,
1997). Ceci suggere un role stimulateur de RORo sur l'initiation ou la progression de

certaines néoplasies.

Jusqu'a présent, I'analyse du phénotype des souris Rora®®“¢ n'a pas permis de mettre
en évidence un role direct de ROR« dans la cancérogenese. Cependant les résultats décrits ci-
dessus indiquent que ROR« pourrait participer a la cancérogenese dans certaines conditions.
L'évaluation du niveau d'implication de RORo dans un tel processus serait tres utile a une

meilleure compréhension du role de ce récepteur nucléaire.

1.5.8. RORo et hypoxie

RORa est un facteur de transcription dont l'expression est modulée par l'hypoxie
(Chauvet et al., 2004). L'hypoxie fait référence a une concentration d'oxygene en dessous de
la normale dans l'air, le sang ou le tissu. Un stress hypoxique va conduire a une réponse
adaptative cellulaire. Les facteurs les plus importants dans la réponse cellulaire a 'hypoxie
sont les facteurs de transcription HIFs (Hypoxia Inducible Factor), qui relaient les effets
transcriptionnels de I'hypoxie (Wang et Semenza, 1993a, b).

Dans les cellules d'hépatomes humains HepG2 et HepB3 et des hépatocytes de rat en
culture primaire, il a ét¢ montré que le taux du transcrit Rora est augmenté par 1'hypoxie. De
plus, la desferrioamine, un composé chimique qui mime les effets de I'hypoxie, induit une
augmentation du taux de protéine RORo4 dans les cellules HepG2, et des expériences de
transfection et d'expression transitoire dans ces cellules indiquent qu'un stress hypoxique
augmente l'activité transcriptionnelle de RORo. De plus, le facteur de transcription HIF-1 se
lie spécifiquement a son élément de réponse présent dans le promoteur du gene Rora humain.
HIF-1 stimule spécifiquement l'activité transcriptionnelle du promoteur 4Roral via le HRE
(Chauvet et al., 2004): ROR« est donc un geéne cible de HIF-1.

La fonction physiologique de ROR« dans la réponse a I'hypoxie n'a cependant pas été

identifiée.
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1.5.9. RORa et rythmes circadiens

En plus des anomalies motrices liées a l'ataxie cérébelleuse due a la perte des cellules
de Purkinje du cervelet, les souris homozygotes staggerer présentent des anomalies de
l'activité motrice circadienne (Sato et al., 2004). Bien que ces souris présentent des rythmes

circadiens, la longueur des périodes circadiennes d'activité est réduite.

Les rythmes circadiens sont des cycles journaliers qui concernent plusieurs aspects
de la physiologie et du comportement, tels que l'activité motrice, et qui sont contrdlés par un
oscillateur endogeéne qui agit par période de 24 heures et qui définit "l'horloge circadienne".
La rythmicité circadienne est gouvernée par le noyau suprachiasmatique, dans I'hypothalamus
ventral. Les acteurs moléculaires de 1'horloge circadienne centrale sont principalement les
complexes protéiques PER/CRY, BMALI/CLOCK, et les récepteurs nucléaires RORo et
Rev-Erboa. Deux boucles de régulation interactives sont la caractéristique principale du
mécanisme d'horloge circadienne. La premieére boucle, qui implique les complexes
BMALI/CLOCK et PER/CRY (voir figure 15), serait responsable de l'amplitude et de la
durée des périodes (Reppert et Weaver, 2002; Emery et Reppert, 2004). La seconde boucle,
qui implique le complexe BMAL1/CLOCK et les récepteurs nucléaires RORa. et Rev-Erba,
serait impliquée dans la régulation fine, assurant la stabilité du systéme lorsque les conditions

environnementales varient (Emery et Reppert, 2004).

Les facteurs ROR« et Rev-Erba se lient en monomere et de fagon compétitive sur le
méme ¢lément de réponse RORE dans le promoteur de Bmall (Guillaumond et al., 2005;
Ueda et al., 2005; voir figure 15). Ainsi, l'oscillation de Bmall est la conséquence de la
transactivation par RORo qui entre en compétition avec la trans-répression par Rev-Erba.
L'expression de Rev-Erba est rythmique, et cette rythmicité semble étre régulée directement
par les hétérodimeres CLOCK/BMALL, ce qui relie les deux voies de régulation (Preitner et
al., 2002; Ueda et al., 2002). Le complexe CLOCK/BMALI1 semble réguler également
'expression de RORa (Sato et al., 2004).

Un niveau de régulation supplémentaire est 1i¢ au contréle de 'expression de Rev-
erba : ROR est capable d'activer sa transcription alors que Rev-Erba lui-méme réprime sa
propre transcription (Adelmant et al., 1996; Delerive et al., 2002). Ce niveau supplémentaire

de régulation peut augmenter encore la stabilité du systeme.
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Ainsi, RORo n'est pas nécessaire a la genese des rythmes circadiens, mais influence
la longueur des périodes et la stabilit¢ de 1'horloge circadienne: en effet, ROR« intervient
dans la régulation fine et la stabilisation des rythmes circadiens, via la régulation - en
compétition avec Rev-Erbal - de l'activation transcriptionnelle du géne Bmall, dont le produit

protéique est un acteur central de la régulation de la rythmicité circadienne.

Rora

RS E-box ROR«
' = —
R 4 2 £

Rev-erbo -Erbo

RORE

.~
.'"n..

e
R
S add

RORE

Py
oo
.

s T
".,' ‘ Bma*1
.
"'..
.

.
.
EASCS
A

/ Clock

R \
S N
o ~
~
N ~
N S o
~ o -
_— -
- —
- 5 ~
H 5 ~
H 3 ~
H * ~ <
S
H ‘A
H Q Per1,|Per2 A
5 — EEE—— \
s, E-box
3

Cry1, Cry2

RYTHMES CIRCADIENS

Figure 15: Régulation de I'expression des acteurs moléculaires du rythme circadien chez

les mammiferes. Les traits verts indiquent une activation de la transcription et les traits
rouges indiquent une répression de l'activité transcriptionnelle.
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Pour conclure cette partie consacrée a la fonction de RORo, il est intéressant de
remarquer que RORo n'a pas une mais de nombreuses fonctions (figure 16). En effet,
I'ensemble des résultats indique que ROR participe au processus de différenciation de types
cellulaires de diverses origines et semble avoir un rdle protecteur dans les processus liés a
I'age, notamment contre le vieillissement du cervelet, les immunodéficiences, 1'ostéoporose,
l'athérosclérose et l'atrophie musculaire. Certains processus dans lesquels RORa est impliqué
sont connectés entre eux et participent de concert au développement de diverses pathologies.
C'est le cas de l'inflammation et du métabolisme lipidique qui sont des ¢éléments clés de
l'athérosclérose (Libby, 2002). C'est aussi le cas de l'inflammation et de I'hypoxie qui sont
deux stimuli impliqués dans l'angiogenese (Carmeliet, 2000). RORo apparait donc comme

I'élément central d'un ensemble de processus physiologiques et pathologiques.

@ Rythmes circadiens @@‘

; + Bmall . . i
Développement et Réle anti-inflammatoire
vieillissement + |-kBa.
du cervelet ‘
\ / Py
VLDL \HOL Va
\ Cf;? ROR(O y
LoL 6 g -mp of

+ Apo-Al + Bone sialoprotein

+ Apo-CllI - Osteocalcin

Protection contre == i ‘ Protection contre

Métabolisme lipidique l \ Métabolisme osseux

I’athérosclérose

I'ostéoporose
Différenciation Différenciation
muscle squelettique des cellules
+ MyoD musculaire lisses
+p300

Figure 16: Roles physiologiques de RORo.
Le schéma représente les processus biologiques dans lesquels RORo est impliqué ainsi que
certains genes cibles de RORa participant a ces processus. " + " indique une stimulation de

I’expression du geéne, alors que " - " indique une répression. Adapté de Boukhtouche et al.,
2004.
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I1. SURVIE & DIFFERENCIATION DES CELLULES DE

PURKINJE DU CERVELET

I.1. Anatomie générale du cervelet et fonction

Le cervelet, structure médiane et impaire du systéme nerveux central, est situ¢ en
position caudale par rapport aux hémispheres, en arriere du toit optique (colliculi), sur la face
postérieure du tronc cérébral auquel il est relié par les pédoncules cérébelleux, par lesquels
transitent I'ensemble des afférences et efférences.

Le cervelet contient plus de la moitié des neurones du cerveau alors qu'il ne constitue

que le dixiéme de son volume (Kandel et al., 1991).

Le cervelet est une structure extrémement foliée (figure 17). Dans le sens antéro-
postérieur, il est composé de trois lobes: le lobe antérieur et le lobe postérieur séparés par la
fissure primaire et le lobe flocculo-nodulaire séparé du lobe postérieur par la fissure postéro-
latérale. L'ensemble de ces lobes est également subdivisé en dix lobules numérotés depuis

l'avant de I a X.

Suivant l'axe médio-latéral, trois régions sont distinguées: deux fissures
longitudinales isolent, au centre, le vermis médian des deux hémispheres latéraux; ces

derniers peuvent se diviser en région intermédiaire (appelée également paravermis) et latérale.

Si I'on examine le cervelet de fagon centripéte, ce dernier est alors composé d'une
couche de substance grise superficielle appelée cortex cérébelleux (voir §II.1.1), d'une
substance blanche (essentiellement formée par des fibres constituées par les axones des
cellules de Purkinje et des fibres de projection des voies afférentes; voir §I1.1.2) et enfin,
d'une masse cellulaire située au coeur de la substance blanche, les noyaux profonds (voir

§I1.1.4).

470L



Introduction
I

partie Cellules de Purkinje: Anatomie du cervelet

anc

Hémisphére Vermis

(région intermédiaire) \ . .
& ~ V. Fissure pr\lmalreVI

/(‘} /\/vu

Lobe antérieur

Lobe
postérieur ﬁ
(e —— VOB T —
\
Lobe
flocculo-nodulaire
Hémisphére

(région latérale)

Figure 17: Anatomie du cervelet. Le cervelet est composé de dix lobules (de I a X) et trois
lobes (lobe antérieur rouge, lobe postérieur gris et lobe flocculo-nodulaire orange). Sur une
coupe parasagittale (droite), on distingue le cortex cérébelleux, la substance blanche (noir) et
les noyaux profonds (NP). D'apres Fox et Snider, 1967; Kandel et al., 1991.

Le role principal du cervelet concerne la coordination, la précision et I'harmonie des
mouvements (Brooks et Thach, 1981; Ito, 1982). Le cervelet a également été impliqué dans
des apprentissages moteurs mettant en jeu 1'équilibre et la coordination du mouvement, les
apprentissages spatiaux, les émotions et méme le langage (pour revue, voir Rondi-Reig et al.,
2000). Le cervelet regoit des afférences du cortex moteur, des récepteurs cutanés
proprioceptifs, tactiles, visuels et auditifs et méme des récepteurs viscéraux, ce qui lui donne
un role important dans la cognition (Crispino et Bullock, 1984; Bauman et Kemper, 1985;
Arin et al., 1991). Les pathologies liées au cervelet donnent lieu a une hypotonie, une ataxie
et un tremblement au cours de I'action (Kandel et al., 1991).

Le cervelet recoit a la fois des afférences des structures motrices impliquées dans la
planification du mouvement et des efférences proprioceptives le renseignant sur la réalisation
du mouvement ce qui suggére qu'il agit comme un "comparateur”. Il peut alors contrdler le

mouvement grace a ses projections vers les systémes moteurs descendants du cerveau.

11.1.1. Structure du cortex cérébelleux

Le cortex cérébelleux, structure simple et homogene, suit, parallelement a la surface,
les sillons et circonvolutions du cervelet (figure 18). Le cortex cérébelleux contient
principalement cinq types de neurones: les cellules de Purkinje, les grains, les cellules
¢étoilées, les cellules en corbeille et les cellules de Golgi. Les neurones du cortex cérébelleux

sont répartis en trois couches cellulaires: de la surface jusqu'a la partie la plus profonde, on
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2nde

distingue la couche moléculaire, la couche des cellules de Purkinje et la couche granulaire
interne. Enfin, le cortex cérébelleux ne recoit que trois types d'afférences: les fibres

grimpantes, les fibres moussues et les fibres monoaminergiques.

Cellule
étoilée

cgi

Fibre
grimpante

PLAN SAGITTAL

Axone
cellule
Golgi

Noyaux profonds

de fibre

!  moussue

Figure 18: Organisation cytoarchitectonique du cervelet. Le cortex regroupe la couche
moléculaire (cm), la couche des cellules de Purkinje (ccP) et la couche granulaire interne
(cgi), et il contient cinq types principaux de neurones, les cellules de Purkinje, les cellules en
corbeille, les cellules étoilées, les cellules granulaires, les cellules de Golgi. Les deux types
principaux d’afférences corticales sont représentés, les fibres moussues et les fibres
grimpantes. SB: substance blanche.

En encart: Représentation schématique de I’organisation d’un glomérule.
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I1.1.1.1. Les couches cellulaires du cortex cérébelleux

La couche moléculaire contient deux types d'interneurones, les cellules en corbeille et les
cellules étoilées, les axones (fibres paralleles) des grains, les terminaisons axonales des

neurones olivaires (fibres grimpantes) et 'arborisation dendritique des cellules de Purkinje.

La couche des cellules de Purkinje contient en monocouche les somas des cellules de

Purkinje.

La couche granulaire interne contient les somas des grains et une partie de leur axone, les

cellules de Golgi et les terminaisons des fibres moussues.

11.1.1.2. Les neurones du cortex céerébelleux

La cellule de Purkinje, originellement décrite par le physiologiste tchéque Johannes
Purkinje en 1837, est I'élément central du réseau synaptique cortical cérébelleux. En effet, les
interneurones de la couche moléculaire, cellules étoilées et en corbeille, ainsi que les cellules
des grains de la couche granulaire interne se projettent majoritairement sur les cellules de
Purkinje. Les cellules de Purkinje sont parmi les neurones les plus volumineux du systéme
nerveux; le diametre de leur soma, d'aspect ovoide, mesure environ 20um (Caddy et Herrup,

1990) chez la souris.

L'arbre dendritique, émergeant du soma, est trés organisé et s'étale sur 300 a 400

micrometres de largeur dans le plan sagittal (figure 19), mais son épaisseur dans le plan
transversal n'est que de 15 a 20 micrometres, donc du méme ordre que le diameétre du corps
cellulaire. Un, ou parfois deux,
troncs dendritiques principaux
s'élevent directement du pdle
apical de la cellule, donnant
quelques troncs dendritiques
primaires qui se ramifient eux-
mémes en au moins deux

dendrites secondaires réparties

Cellules de Purkinje adultes. Les cellules de
Purkinje (vert) sont immunomarquées a 1’aide d’un anticorps
anti-calbindine. Contribution personnelle.

plus ou moins parallélement a ‘
la surface du folia. Ces troncs Figure 19:

secondaires donnent naissance
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a de multiples arborisations tertiaires qui s'étendent dans toute I'épaisseur de la couche
moléculaire. Enfin, d'innombrables branchettes terminales se détachent des branches
tertiaires, si bien que 1'on pourrait reconnaitre jusqu'a 7 ordres de ramifications dendritiques
(Berry et Bradley, 1976; Berry et al., 1980). Les branchettes terminales sont couvertes de
milliers d'épines dendritiques, d'ou leur qualificatif de branchettes épineuses (Ramoén y Cajal,
1891). Ces épines distales contactent les fibres paralleles. D'autres épines, plus larges, et
possédant un pédoncule plus court, sont présentes a la surface des branches dendritiques
principales et de la partie apicale du perikaryon (Larramendi et Victor, 1967; Palay et Chan-
Palay, 1974): localisées dans la zone dendritique proximale, elles forment des contacts avec

une fibre grimpante.

L'axone des cellules de Purkinje émerge de la région basale du corps cellulaire et

plonge dans la couche des grains (il est alors my¢€linisé¢) ou il abandonne des collatérales qui
entrent en contact avec des cellules de Purkinje voisines. Seule efférence du cortex
cérébelleux, cet axone rejoint ensuite la substance blanche pour se projeter vers les neurones
des noyaux profonds du cervelet, ou en dehors du cervelet au niveau des noyaux vestibulaires
pour les cellules de Purkinje du lobe flocculo-nodulaire. Les cellules de Purkinje sont des

neurones inhibiteurs GABAergiques.

Les grains, ou cellules granulaires, sont des neurones de petit soma d'environ Spm.
Leur nombre - environ 25-30 millions chez la souris (Zanjani et al., 1994) - et leur densité
sont extrémement grands. Les grains sont le type cellulaire prédominant : cette population
neuronale représente 80% des neurones dans le cervelet des rongeurs (Palay et Chan-Palay,
1974). L'axone des grains remonte le cortex cérébelleux dans le plan frontal
(perpendiculairement a 1'arbre dendritique des cellules de Purkinje) et se divise en deux dans
la couche moléculaire (forme caractéristique en forme de T de I'axone). Ainsi, chaque fibre
parallele peut contacter de nombreuses cellules de Purkinje. L'arbre dendritique des grains
comporte 3 & 5 dendrites qui font synapse avec les fibres moussues dans les glomérules,
structures particulieéres situées dans la couche interne des grains (voir figure 18). Les grains
sont donc le relais de l'information apportée par les fibres moussues. Les grains sont des

neurones excitateurs glutamatergiques.
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Le cortex cérébelleux contient aussi des interneurones. Les principaux sont les
cellules de Golgi, les cellules étoilées et en corbeille qui sont des neurones inhibiteurs. Les
cellules de Golgi, localisées dans la couche des grains, regoivent des afférences excitatrices
des grains et des collatérales des fibres moussues. Ils modulent, par le biais des glomérules, la
synapse fibre moussue - grain. Les cellules en corbeille et étoilées sont localisées dans la

couche moléculaire et inhibent les cellules de Purkinje.

Il existe également d'autres cellules, dont la fonction est encore peu connue: les
cellules de Lugaro (Laine et Axelrad, 1998), les cellules candélabres (Laine et Axelrad,
1994) et les cellules unipolaires en brosse (Harris et al., 1993; Mugnaini et Floris, 1994;
Dino et al., 2000) .

Enfin, de nombreuses cellules gliales - non neuronales -, microglie, astrocytes et
oligodendrocytes, composent également la population cellulaire du cortex cérébelleux et se
situent aussi bien dans la substance grise que dans la substance blanche (Sotelo, 1967).
Notamment, les cellules épithéliales de Golgi ou glie de Bergmann sont des éléments de la
glie astrocytaire du cervelet. Ces cellules, localisées au voisinage des somas des cellules de
Purkinje, émettent de fins prolongements rectilignes perpendiculaires a, et en direction de la
pie mere, appelées fibres de Bergmann. Au cours du développement, c'est le long de ces fibres
que les grains post-mitotiques migrent de la couche externe vers la couche interne (Ramoén y

Cajal, 1911).

11.1.2. Les afférences du cortex cérébelleux

Le cortex du cervelet de souris regoit trois types d'afférences: les fibres grimpantes,

les fibres moussues et les fibres monoaminergiques.

Les fibres grimpantes, axones des neurones de l'olive inférieure (noyau localisé
dans le bulbe) se divisent dans la couche moléculaire au niveau du dendrite primaire en
plusieurs ramifications épaisses et lisses qui se divisent, a leur tour, en branches a varicosités.
Ces terminaisons forment de nombreuses synapses avec l'arbre dendritique des cellules de
Purkinje, et sont donc monoplanaires comme celle de I'arborisation des cellules de Purkinje.
Ramoén y Cajal, qui les a découvertes des 1888, en fit la description suivante: "l'arborisation
(...), au sein de la couche moléculaire (...), s'enroule et serpente en quelque sorte tout le long

de la tige protoplasmique ascendante de la cellule de Purkinje ainsi qu'autour des branches

jL



Introduction
I

2"% partie Cellules de Purkinje: Anatomie du cervelet

principales de celle-ci, a la fagon des lianes ou du lierre qui grimpe le long du tronc et des
grosses branches d'un arbre. C'est pourquoi nous appelons ces plexus terminaux arborisations
ou plexus grimpants" (Ramoén y Cajal, 1890). Fait remarquable, chez 1'adulte, chaque cellule
de Purkinje n'est innervée que par une seule fibre grimpante, par contre, une fibre grimpante

innerve en moyenne six cellules de Purkinje.

Les fibres moussues dont l'origine est multiple (noyaux vestibulaires, moelle
épiniere, formation réticulée, noyaux du pont, etc.), produisent de nombreuses collatérales
dans la substance blanche, et se terminent dans la couche granulaire interne (Ramon y Cajal,
1888, 1890). L'extrémité des fibres moussues forme une dilatation relativement large et
torturée, leur donnant, selon Ramon y Cajal (1911), "l'aspect d'un lambeau de mousse". Les
terminaisons moussues entrent en contact avec les dendrites des cellules des grains, eux-
mémes contactés par les axones des cellules de Golgi ; ces trois composantes forment un
glomérule (voir figure 18). Les fibres moussues seraient majoritairement excitatrices

(glutamatergiques).

Les fibres monoaminergiques (noradrénergiques et sérotoninergiques) ont un effet
modulateur, régulant surtout la transmission synaptique entre les interneurones corticaux et

les cellules de Purkinje. Elles pénétrent le cervelet par les pédoncules cérébelleux.

Les fibres noradrénergiques du cervelet sont issues du locus cceruleus. Elles se
distribuent dans la substance blanche, la couche interne des grains, entourant les glomérules
(Kimoto et al., 1981) et s'orientent dans la couche moléculaire (Mugnaini et Dahl, 1975) ou

elles contactent quelques épines des dendrites principales des cellules de Purkinje.

Les fibres sérotoninergiques sont issues du raphé médian. Elles sont abondantes au
niveau des noyau profonds mais certaines d'entre elles sont localisées dans les couches

granulaire et moléculaire et particulierement sous la surface piale (Takeuchi et al., 1982).

11.1.3. Réseau neuronal du cortex cérébelleux

Le cortex cérébelleux est une structure hautement répétitive constituée au niveau
microscopique par la répétition un trés grand nombre de fois du méme circuit élémentaire
(figure 20) qui a été analysé en détail sur le plan anatomique depuis les premiers travaux de

Cajal (Ramoén y Cajal, 1911) et sur le plan microphysiologique depuis la description de Eccles
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et ses collaborateurs (Eccles et al., 1967). Ce circuit est organisé autour de la cellule de

Purkinje.

(Fibres i Cellules
‘paralléles en
{ corbeille

o~

Cellule
étoilée

Cellule

De Golgi Cellule de

Purkinje

N

Collatérale
récurrente

Fibre
moussue
Cellules des Neurones des
noyaux pré- Noyaux profonds
cérébelleux !

Voie spinocérébelleuse,  Cellules de I’olive  Systémes moteurs
pontique, réticulaire, etc...  jhferieure .

Figure 20: Représentation schématique du motif élémentaire de connexions synaptiques
du cervelet. + signifie que ces fibres sont excitatrices, - qu'elles sont inhibitrices.

Le cortex cérébelleux est donc le lieu d'intégration des informations envoyées au
cervelet et plus particulierement, la cellule de Purkinje est son centre intégrateur et sa seule
efférence. Chaque cellule de Purkinje, qui n'est contactée que par une seule fibre grimpante
chez l'adulte, l'est également par 200 000 fibres paralleles. L'activité des cellules de Purkinje
est modulée par les trois types d'interneurones inhibiteurs (cellules étoilées, cellules en
corbeille et cellules de Golgi). Ces trois types d'interneurones sont tous stimulés par les
grains. Contrairement aux deux autres types de cellules, les cellules de Golgi contrdlent la
durée d'excitation des cellules de Purkinje par les grains puisqu'elles font synapse sur les
dendrites au niveau des glomérules. Une action latérale d'une cellule de Purkinje sur une autre
est également possible par l'intermédiaire des collatérales récurrentes de I'axone des cellules
de Purkinje, cet effet se traduisant par une inhibition puisque ces cellules sont

GABAergiques.
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1l.1.4. Les noyaux profonds du cervelet

Les noyaux profonds sont situés, comme leur nom l'indique, dans la profondeur du
cervelet, plus précisément dans la substance blanche. Ils se composent de trois noyaux pairs

symétriques par rapport a la ligne médiane du cervelet (Korneliussen, 1968a, b):

- les noyaux fastigiaux (ou noyau médian ou noyau du toit)
- les noyaux dentés (ou dentelé ou latéral)

- les noyaux interposés, pouvant étre divisés en deux sous noyaux, antérieurs et
postérieurs.

Les principales afférences des noyaux profonds sont les cellules de Purkinje. Excepté
celles du lobe flocculo-nodulaire (qui se projettent vers les noyaux vestibulaires), toutes les
cellules de Purkinje font synapse sur les neurones des noyaux profonds. Ces noyaux recoivent
¢galement des collatérales des fibres grimpantes et des fibres moussues comme nous l'avons
vu précédemment. Les efférences des noyaux profonds sont composées par des voies
ascendantes qui se projettent, via le noyau ventro-latéral du thalamus, sur le cortex sensori-
moteur et par des voies descendantes qui, via le noyau rouge, rejoignent la moelle épinicre et
I'olive inférieure. Ces efférences forment les voies cérébello-thalamo-corticale et cérébro-
rubro-spinale (figure 21). Les noyaux profonds se projettent également sur 1'olive inférieure
qui, en retour, se projette sur le cortex cérébelleux (voir références dans Altman et Bayer,

1997).

Cortex cérébral

Figure 21: Représentation des différentes afférences et efférences du cervelet.
D’apres Palay et Chan-Palay, 1974.
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1.2. Développement du cervelet

Tous les neurones du cerveau adulte sont issus de la multiplication de précurseurs

indifférenciés localisés a des stades trés précoces dans le neuroépithélium du tube neural.

Le cervelet chez la souris se développe pendant 6 semaines entre 1’age embryonnaire
7 (E7) et I’age postnatal 30 (P30; figure 22). Le développement du cervelet est dominé par
des interactions de deux épithélia germinatifs, la zone ventriculaire du 4™ ventricule qui
produit les cellules de Purkinje (pour revue, voir Goldowitz et Hamre, 1998; Wang et Zoghbi,
2001) et la couche des grains externe (CGE ou EGL/ External Granular Layer), qui produit

les cellules granulaires, ou grains du cervelet).

Figure 22: Coupes sagittales de cervelet de souris a différents stades de développement.

Aux stades embryonnaires, on distingue I'épithélium de la zone ventriculaire (téte de fleche
noire) et la lévre rthombique (téte de fleche blanche). A E15 apparait la couche des grains
externe (EGL) et a PO on peut distinguer la couche des cellules de Purkinje (P). A P7, la
couche des grains interne (IGL) est déja bien développée. La fissure primaire est indiquée par
des astérisques. D'aprés Goldowitz et Hamre, 1998.
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11.2.1. Développement embryonnaire

Le tube neural est transitoirement subdivisé transversalement en un certain nombre
de segments, les neuromeres séparés les uns des autres par des constrictions
interneuromériques, perpendiculaires a l'axe longitudinal du tube (Orr, 1887; Keynes et
Lumsden, 1990). Ces neuromeéres apparaissent progressivement, et leur nombre augmente par

divisions successives d'unités plus étendues, les vésicules céphaliques.

On distingue classiquement trois puis quatre vésicules primordiales: le prosencéphale (la plus
rostrale), le mésencéphale, le métencéphale puis le rhombencéphale (la plus caudale; voir
figure 23). C'est en grande partie grace a la méthode des chimeres caille-poulet, mise au point
par Nicole Le Douarin (Le Douarin, 1982), que 1'¢tude du devenir des différents neuromeres a
¢été rendue possible. Cette technique a notamment permis de déterminer l'origine dans le tube
neural des neurones cérébelleux et olivaires (pour revue, voir Hallonet et Alvarado-Mallart,
1997). D'autres techniques, de génie génétique et de marquage, ont permis par la suite de

préciser la localisation des précurseurs neuronaux composant le systéme olivo-cérébelleux.

Les cellules du cervelet proviennent de la portion du tube neural situé¢ en position
rostrale de la vésicule métencéphalique (figure 23). Dans le cerveau embryonnaire, le cervelet
dérive de la partie rostrale des lévres rhombiques, alors que 1'olive inférieure dérive de la
partie la plus caudale des lévres rhombiques (Tan et Le Douarin, 1991; Marin et Puelles,

1995; Hallonet et Le Douarin, 1993).

Hémisphéres
cérébraux

Prosencéphale

Tofit optique
(colliculi)

Cervelet

\ Olive inférieure

Figure 23: Représentation schématique des territoires présomptifs du cervelet et de
I'olive inférieure. Observé en position dorsale, le cervelet dérive d'un territoire de la
constriction métencéphalique et 1'olive des rhombomeéres caudaux 8 a 11, adapté de Hallonet
et Le Douarin, 1993. De la zone rostrale des lévres rhombiques, un mouvement prolifératif
externe donnera le cervelet, alors que les neurones de 1'olive inférieure proviennent de la lévre
rhombique caudale, adapté de Hatten et al., 1997.
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L'origine mes- métencéphalique a été confirmée par des expériences de génétique
chez la souris que je ne détaillerai pas ici. A titre d'exemple, le géne engrailed 1 (Enl) s'est
révélé primordial quant a la spécification et au développement du territoire cérébelleux. En
effet, 1'expression de Enl commence trés tot au cours du développement, des ES8, et est
restreinte aux territoires présomptifs du cervelet dés E9. De plus, les souris KO pour En/ sont

dépourvues de cervelet (Hatten et Heintz, 1995).

Le développement morphologique général du cervelet se déroule comme indiqué sur
la figure 24. L'ébauche du cervelet apparait initialement sous l'aspect d'une paire de
renflements symétriques situés de part et d'autre du plancher du quatriéme ventricule, juste en
arricre de la région isthmique (A). La croissance en direction dorso-médiane entraine le
rapprochement (B) puis la rencontre (C) des deux renflements latéraux et donc la formation

de la lame cérébelleuse.

Figure 24: Représentation schématique du développement de la lame cérébelleuse.
IVéme v: IVéme ventricule, b: bulbe, CEP: primordium cérébelleux, 10: olive inférieure,
PO:pont, SC: moelle épiniere. Adapté de Altman et Bayer, 1997.

Des expériences de marquage a la thymidine tritiée ont permis de localiser et surtout
de dater la naissance des différentes populations neuronales qui composent le cervelet de

souris (Uzman, 1960; Miale et Sidman, 1961; Fujita ef al., 1966).

11.2.2. Provenance des catégories cellulaires cérébelleuses

Au sein de 1'ébauche cérébelleuse, les cellules du futur cervelet proviennent de deux

zones prolifératives (schématisées dans la figure 25):

- I'épithélium ventriculaire germinatif du quatriéme ventricule, qui génére les noyaux
profonds, les cellules de Purkinje, puis les interneurones de la couche moléculaire ainsi que

les cellules gliales du cortex.

- une couche germinative (ou granulaire) externe (CGE ou EGL) a partir de laquelle

seront générés les grains.
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Figure 25: Représentation de 1'épithélium
générant les grains (EGL) et I'épithélium
ventriculaire germinatif du IV’"™ ventricule.
RL, leévre thombique, A, rostral, P, postérieur, V,
ventral et D, dorsal.

Adapté de Hatten et al., 1997.

Les cellules du neuroépithélium ventriculaire a la jonction entre le mésencéphale et
le métencéphale commencent a proliférer entre E10 et E14. Les premicres cellules post-
mitotiques sont produites entre E10 et E12 chez la souris et correspondent aux neurones des
noyaux profonds. Les cellules de Purkinje sont produites entre E11 et E13 et migrent pour
constituer la zone du manteau (ou zone intermédiaire; voir figure 26). Les cellules de Golgi
sont elles aussi issues du neuroépithélium ventriculaire et sont générées peu apres les cellules

de Purkinje.

Au moment ou les précurseurs des neurones des noyaux profonds et des cellules de
Purkinje arrétent leur prolifération, les précurseurs de la couche des grains externe
commencent a proliférer a partir de l'extrémité caudale du neuroépithélium métencéphalique

(la 1eévre rhombencéphalique).

Ce groupe de cellules en division "ruisselle" rostralement au-dessus de la Iévre et
sous la surface du primordium (voir figure 26), ou il s'établit en zone germinative: la couche
germinative externe (CGE, ou EGL). La prolifération des cellules de la CGE continue, cette

population croit et se déverse rostro-médialement le long du toit du primordium.

A partir de la naissance, la couche monocellulaire des précurseurs des grains continue de
proliférer activement, pour engendrer une couche de 8 cellules d'épaisseur et poursuit sa
prolifération jusqu'au jour postnatal 18 (P18) ou la CGE disparait. Les grains sont issus des
cellules de la CGE qui sortent du cycle de division. Ces cellules migrent radialement,
traversent la couche moléculaire et la couche des cellules de Purkinje pour former la couche

de grains interne (CGI).
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Figure 26: Migrations neuronales dans le cortex cérébelleux en développement. Le
schéma montre la migration des précurseurs des cellules de Purkinje a partir de la zone
ventriculaire (zv) vers la zone intermédiaire (zi) pour constituer la couche des cellules de
Purkinje (pp, Purkinje plate). Parallélement, les précurseurs des grains migrent a la surface de
la lévre rhombencéphalique pour constituer la CGE (2'). Durant la premicre semaine post-
natale, commence la différenciation des grains et leur migration le long de la glie de
Bergmann a travers la couche des cellules de Purkinje (pp). En méme temps, l'axone des
grains s'allonge et se divise en deux dans la couche moléculaire (cm) pour former les fibres
paralleles. D'apreés Hatten et Heintz, 1995; Hatten, 1999.
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I1.3. Survie des cellules de Purkinje

Le controle de la survie neuronale au cours du développent et du vieillissement du
systéme nerveux est I'un des paramétres essentiels de la mise en place et du maintien du
fonctionnement cérébral. Alors que la quasi-totalité des neurones sont produits au cours de la
période embryonnaire ou durant les premicres semaines de la vie, la disparition d'un grand
nombre de neurones (une grande partie: 20 a 80% selon les régions) au cours du
développement normal est aussi nécessaire a la mise en place d'un cerveau "fonctionnel"
(Haydar et al., 1999). Les neurones produits en surnombre sont ¢liminés par des phénomenes
de mort cellulaire au cours du développement (Oppenheim, 1991; Henderson, 1996). Cette
mort neuronale, qualifiée de développementale, est génétiquement programmeée et fait
intervenir différentes voies de signalisation intra- et extra-cellulaires. A cette perte des
neurones au cours du développement s'ajoute une perte neuronale intervenant au cours du
vieillissement normal. Par ailleurs, des pertes neuronales "pathologiques" peuvent également
survenir a la suite de diverses maladies (ischémie, maladies neurodégénératives...) et altérer

le fonctionnement cérébral.

11.3.1. Survie neuronale, apoptose et stress oxydatif

La mort des neurones, qu'elle soit physiologique ou pathologique, pendant le
développement ou au cours du vieillissement, peut se produire par divers mécanismes que 1'on
distingue en particulier par des caractéristiques morphologiques (voir §11.3.1.1).

Le stress oxydatif, induit par une forte production de radicaux libres, semble étre
incriminé dans diverses situations de mort neuronale. Il est bien connu que le cerveau est
expos¢ a de fortes quantités d'oxygeéne (1/5 de l'oxygene total est consommé par le tissu
nerveux), oxygeéne qui est la source d'une production de radicaux libres oxygénés lors des
réactions d'oxydoréduction intervenant dans la chaine respiratoire mitochondriale. De plus, le
tissu nerveux est tres riche en fer, ce qui permet la formation de radical hydroxyle trés toxique
pour les constituants cellulaires alors qu'il exprime peu de catalase, un enzyme permettant la
réduction des radicaux libres oxygénés. Ces caractéristiques rendent le cerveau

particulierement sensible au stress oxydatif.

Dans cette partie, je décrirai les types de mort neuronale et l'influence du stress

oxydatif sur la mort neuronale.
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11.3.1.1. Types de mort neuronale

Lors d'une étude classique de mort cellulaire au cours du développement, Schweichel
et Merker (1973) divisaient déja la mort cellulaire en trois types distincts selon les
caractéristiques ultrastructurales. Lors d'une étude reprise par Clarke (1990), trois grands
types de mort cellulaire ont été distingués: 1'apoptose (type 1), 'autophagie (type 2) et la mort
non lysosomale (type 3) qui regroupe la désintégration non lysosomale (type 3A) et la mort
cytoplasmique ou nécrose (type 3B). Nous décrirons ici plus particulierement la mort de type
apoptotique car elle est la mieux caractérisée, et nous intéressera particulieérement dans cette

these.

- L'apoptose (type 1)

En 1972, Kerr emploie pour la premiere fois le terme "apoptose" (d'aprés le mot grec
qui signifie "chute des feuilles d'un arbre") en référence a la chute des feuilles en automne,
pour décrire un programme intrinseque a la cellule, impliqué dans le renouvellement cellulaire
(Kerr et al., 1972), et différent de la mort nécrotique, seul type de mort connu a cette époque.
L'apoptose est un processus de mort cellulaire programmée, en réponse a des signaux intra ou
extra-cellulaires déclencheurs de mort, ou a l'absence de signaux de survie dans
I'environnement de la cellule. C'est une forme active d'autodestruction qui correspond a une
réaction de l'organisme a des stimuli physiologiques ou pathologiques. Elle résulte de
I'exécution d'un programme hautement régulé qui consiste en l'activation d'enzymes et
I'expression de nombreux geénes pro- ou anti-apoptotiques qui vont induire la destruction

d'une cellule tout en préservant l'intégrité tissulaire environnante.

L'apoptose est caractérisée par une condensation de la chromatine et du cytoplasme,
puis la rupture de la membrane et une fragmentation du noyau et de I'ADN, le
bourgeonnement des membranes et la formation de corps apoptotiques, petites vésicules qui
sont enfin phagocytées et dégradées par les cellules voisines (figure 27; Wyllie ef al., 1980;

Whyllie et al., 1984).

L'intégrit¢ des organites de la cellule est généralement maintenue jusqu'a la
phagocytose des corps apoptotiques. Le cytosol et les protéines intracellulaires ne sont pas
libérés dans l'espace intercellulaire, ce qui permet de diminuer le déclenchement d'un
processus inflammatoire. Ce phénomeéne est impliqué aussi bien au cours du développement

(Meier et al., 2000) qu'au cours de différentes pathologies.
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Figure 27: Morphologie d'une cellule apoptotique. D'aprés Schwartz et Osborne, 1995.

- Principales protéases de 1'apoptose: les caspases

Un grand nombre de données suggere que la mort ayant lieu au cours du
développement est, au moins en partie, exécutée par un mécanisme d'apoptose. C'est un
processus actif et génétiquement programmé (Wyllie et al., 1980). Les études de ces dix
derniéres années ont identifi¢ des acteurs moléculaires clefs de cette voie, que sont les
caspases, une famille trés conservée de protéases a cystéine (Cysteine aspartate proteases).
Les caspases, synthétisées sous la forme de précurseur, deviennent actives apres clivage. Les
caspases actives exécutent le processus apoptotique: en effet, elles ont pour fonction la mise
en route du programme apoptotique en s'activant en cascade, les caspases initiatrices activant
par clivage les caspases effectrices. Les caspases effectrices sont déterminantes pour
l'exécution du programme apoptotique et directement impliquées dans la destruction de la
cellule. Elles désorganisent la cellule en protéolysant certains constituants du cytosquelette et
du noyau comme la gelsoline ou les lamines A et Bl. Elles désactivent également des
protéines anti-apoptotiques, comme par exemple ICAD, l'inhibiteur d'une des principales

DNAses (CAD) responsable de la fragmentation oligonucléosomique (Liu et al., 1997; Enari
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et al., 1998 et voir figure 28) ou certains membres de la famille Bcel-2. Trois catégories de
caspases peuvent étre distinguées selon leur niveau dans la cascade: les caspases initiatrices
de l'apoptose (caspase 8, 9, 10 et 12), les caspases générant des cytokines pro-inflammatoires
(caspase 1, 4, 5, 11 et 13), et les caspases effectrices de l'apoptose (caspase 3, 6 et 7,
Zhivotovsky, 2003). La caspase 2 semble étre une protéine a part puisqu'elle présente a la fois
les caractéristiques d'une caspase initiatrice et exécutrice (Lassus et al., 2002; Troy et

Shelanski, 2003; He ef al., 2004; Tinel et Tschopp, 2004).

- Voies d'activation des caspases et role des membres de la famille Bcl-2

Différents stimuli peuvent étre a l'origine d'une cascade apoptotique et on peut
considérer que leur action se déroule en deux voies distinctes: la voie extrinseéque et la voie

intrinséque (voir figure 28).

Dans la voie extrinseque, la liaison d'un facteur de mort sur son récepteur initie
directement la voie des caspases, par exemple la liaison du ligand FasL (CD95L) sur son
récepteur (CD95). Cette voie met en jeu l'activation d'une certaine catégorie de caspases, les
caspases initiatrices, dont la caspase 8. La voie dite intrins€que est empruntée a la suite de
tous les autres stimuli (modifications génomiques, modification de parametres internes a la
cellule, activation de certains récepteurs présents a la surface de la cellule, ...). La voie
intrinséque requiert que la mitochondrie libére différents facteurs apoptogenes tels
Smac/Diablo, AIF ou le cytochrome ¢ (Zamzami et Kroemer, 2001), impliqués dans
l'initiation de la cascade d'activation des caspases. Cette libération est sous le controle des
protéines pro- ou anti-apoptotiques de la famille Bcl-2: elle peut étre inhibée par Bcel-Xi, ou
Bcl-2, alors qu'elle est induite par Bax. Cette régulation pourrait se faire grace a une propriété
de certaines protéines de la famille Bcl-2, a savoir leur capacité a former des canaux dans la
membrane mitochondriale. En influant sur I'hnoméostasie de la mitochondrie, elles provoquent
I'ouverture d'un pore non-spécifique appelé pore de transition de perméabilité (PTP), ce qui a
pour conséquence une entrée d'eau et de solutés dans la matrice mitochondriale, et donc son
gonflement. Ceci entraine la rupture de la membrane externe de cette organelle, et permet la
libération du cytochrome c dans le cytosol, initiant 1'activation des caspases (Vander Heiden

et Thompson, 1999; Desagher et Martinou, 2000).

Dans de nombreux types cellulaires, les cascades de ces deux voies, intrinseque et

extrinseéque, sont connectées. L'exemple paradigmatique de ces inter-relations est le clivage
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de Bid par la caspase 8 (voie Fas) qui déclenche la voie mitochondriale via Bax (Barnhart et
al., 2003).

VOIE EXTRINSEQUE VOIE INTRINSEQUE
Induction de protéines a
CO) Ligands/Récepteurs domaine BH3 MITOCHONDRIE
’ ‘ de mort °
ﬂ. Bel-2
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@ —> @ ax
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Protéolyses Dégradation de ’ADN
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Figure 28: Les deux grandes voies apoptotiques. La voie extrinséque (a gauche) et la voie
intrinséque (a droite). D'aprés Daniel et al., 2003; Nagata, 2005.
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- La mort cellulaire autophagique (type 2)

La mort cellulaire autophagique est caractérisée par la présence dans le cytoplasme
de nombreuses vacuoles autophagiques d'origine lysosomale, suivie par une dilatation
mitochondriale et un élargissement du réticulum endoplasmique et de l'appareil de Golgi.
D'autres signes, comme une fragmentation nucléaire ou un bourgeonnement de la membrane,
peuvent apparaitre plus tardivement dans la mort autophagique, mais ne sont pas treés

fréquents.

La mort cellulaire par autophagie a été décrite dans les neurones au cours du
développement (Schweichel et Merker, 1973), ou en association avec des dégénérescences
neuronales pathologiques (Anglade ef al., 1997; Yue et al., 2002; Selimi et al., 2003). Alors
que l'autophagie joue un role important dans I'homéostasie (renouvellement intracellulaire des
organelles et des protéines a longue 2 vie), son exces cause des destructions cellulaires. Une
augmentation de l'activité lysosomale (accompagnée ou non d'un exceés d'autophagie) a
d'ailleurs été observée lors de la mort neuronale associée a des maladies neurodégénératives

(Nixon et Cataldo, 1995).

La mort cellulaire par autophagie recoit une attention particuliére ces toutes dernicres
années, le détail des mécanismes moléculaires sous-jacents a ce processus doivent encore

déterminés (pour revue, voir Levine et Klionsky, 2004).

- La mort non lysosomale (type 3)

La mort non lysosomale (type 3) se distingue du second type par la non-implication
des lysosomes dans cette mort. Au contraire, cette mort commence par un gonflement des
organelles intracellulaires suivi par la formation d'espaces vides dans le cytoplasme qui
peuvent éventuellement fusionner entre eux. Ce type 3 de mort cellulaire a été divisé en deux
sous-types par Clarke (1990): La mort cytoplasmique (type 3B) partage de nombreuses
caractéristiques avec la nécrose définie par Kerr et Wyllie (Kerr et al., 1972; Wyllie et al.,
1984). Elle est caractérisée par une dilatation du réticulum endoplasmique rugueux, un
gonflement des mitochondries, puis par une désintégration des organelles en vésicules. La
désintégration non lysosomale (type 3A) ressemble a une mort cytoplasmique mais en
difféere par une désintégration plus spectaculaire de la cellule affectant également la

membrane plasmique et le noyau.
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11.3.1.2. Radicaux libres et stress oxydatif

L'homéostasie "redox" de la cellule, ou 1'équilibre entre la production des radicaux
libres et leur dégradation, est importante pour la survie et les fonctions cellulaires. Ainsi, 1'état
redox peut réguler diverses voies de signalisation dans diverses fonctions physiologiques.
Cependant, I'exposition de la cellule a de fortes concentrations de radicaux libres peut

entrainer la mort de la cellule.

Le mécanisme majeur de I'homéostasie redox est basée sur un rétrocontrole: les ROS
sont capables d'activer des voies de transductions qui conduisent a l'augmentation de
I'expression de protéines anti-oxydantes. Ainsi, I'exposition d'une cellule a des radicaux libres
module des voies de transduction variées, en particulier en modifiant I'é¢tat redox
thiol/disulfure des protéines, et augmente l'activité de nombreux facteurs de transcription
(Schulze-Osthoff et al., 1995; Lander et al., 1996, Monteiro et Stern, 1996; Sen et Packer,
1996; Flohe et al., 1997; Piette et al., 1997; Adler et al., 1999a, b).

- Provenance cellulaire des radicaux libres

La production cellulaire de radicaux libres est une conséquence inévitable de la
respiration aérobique qui consomme de l'oxygéne moléculaire (dioxygene; O,). Le
métabolisme énergétique des organismes aérobiques dépend de la phosphorylation oxydative,
processus par lequel 1'énergie du transfert d'électrons a partir du NADH formé lors du cycle
de Krebs (chaine de réactions chimiques qui prend la suite de la glycolyse anaérobie) est
transformé en une liaison phosphate riche dans la molécule d'ATP. C'est l'oxygene
moléculaire qui sert d'accepteur final des électrons lors de ce transfert (d'ou le nom de chaine
respiratoire): 1 molécule d'O, est réduite par 4 électrons en 2 molécules d'H,O par la
cytochrome-c oxydase (voir figure 29). A 1'état fondamental, 1'0, est un bi-radical avec deux
électrons célibataires a spins paralléles placés dans des orbitales antiliantes ("O=0"), ce qui ne
lui permet pas d'accepter simultanément les 4 électrons nécessaires a sa réduction en H,O.
Ainsi, la réduction incompléte de 'O, en H,O peut conduire a la formation d'intermédiaires
réduits, des métabolites de l'oxygéne hautement réactifs, dont l'anion superoxyde O, " (O,
réduit par une seul électron) et le peroxyde d'hydrogéne H,O; (O, réduit par deux électrons)

(Boveris et al., 1976; Turrens et al., 1985; Sugioka et al., 1988; Massa et Giulivi, 1993).
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Figure 29: La chaine respiratoire mitochondriale et la production d'O,".

La production de ces espéces réactives de 1'oxygene, ou radicaux libres oxygénés
(RLO ou ROS/Reactive Oxygen Species), est non négligeable puisque 1 a 2% des ¢lectrons de
la chaine de transfert conduit a la formation de RLO en conditions physiologiques (Boveris et

Chance, 1973; Nohl et Hegner, 1978).

Les ROS peuvent également provenir d'autres réactions métaboliques cellulaires
(béta-oxydation peroxysomale des acides gras), ou de cellules phagocytaires (pour revue, voir
Beckman et Ames, 1998), et peuvent €tre produits lors de réactions enzymatiques cellulaires
tissu-spécifique, par exemple lors de la déamination de la dopamine par la monoamine

oxydase dans les neurones dopaminergiques.

Les ROS peuvent également étre produits a la suite de l'exposition des cellules a
différentes molécules, telles que le second messager céramide (Pena et al., 1997; Quillet-
Mary et al., 1997), le peptide AP impliqué dans la maladie d'Alzheimer (Behl ef al., 1994), les
rayons ultra-violets (Scharffetter-Kochanek et al., 1997). La neurotoxicit¢ de certains

composés semble étre médiée par le stress oxydatif (Behl et al., 1994; France-Lanord et al.,

1997; Mark et al., 1997; Pike et al., 1997; Keller et al., 1998; Ekinci et al., 1999).

Les enzymes superoxyde dismutases (SODs) convertissent l'anion superoxyde en

peroxyde d'hydrogeéne (Fridovich, 1978; Deby et Goutier, 1990). En présence des formes
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réduites de métaux de transition (Fe**, Cu®"), le peroxyde d'hydrogéne peut étre converti en
radical hydroxyl OH® (Chance ef al., 1979), espéce hautement réactive, qui peut induire une
toxicité cellulaire en oxydant des protéines, les lipides et 'ADN (conduisant a la cassure des
molécules d'ADN) et a I'induction de la mort cellulaire (Freeman et Crapo, 1982; Grune et al.,

1997; Thannickal et Fanburg, 2000; voir figure 30).

Les radicaux libres peuvent également étre issus de l'azote (espéces réactives de
l'azote). Dans ce cas, le radical NO® est produit par l'oxydation d'une des terminaisons
guanidine de la L-arginine (Palmer et al., 1988). Cette réaction est catalysée par l'enzyme
NOS. En fonction du micro-environnement, le NO peut €tre converti en différentes especes
réactives, comme le cation nitrosonium (NO"), I'anion nytroxyl (NO™") ou le peroxynitrite

(ONOO"). Le peroxynitrite peut mener a la formation d'H,O, (Stamler et al., 1992).

Arginine —NOS—>NO* TOXICITE CELLULAIRE

ONOO" Peroxydation des lipides

0 . -
Fi»  Réaction F:3* xydation des protéines

', deFenton 4 Bxydation des ADN

02 =02- ° -SOD ‘>H202

,-GSH<_  _»wNADP" --

\ \

« Chafne respiratoire GSH GSH GGI\DD
« Oxydants PERO}\(YDASE REE’)U\CTASE /
UV - " “_NADPH

- COX j

- NADPH oxidase

® eee H20 H20

Figure 30: Schéma représentant la production et la clairance enzymatique des radicaux
libres. NOS, NO synthase; SOD, superoxydismutase; GSH, glutathion; G6PD, Glucose-6-
phosphate déshydrogénase; COX: cytochrome-c oxydase; UV, ultra-violets. Les traits rouges
indiquent une réaction d'oxydation du substrat et les traits verts indiquent des réactions de
réduction du substrat.
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- Clairance des radicaux libres

Les cellules sont dotées de plusieurs mécanismes de détoxification des radicaux
libres. Ces mécanismes font intervenir des enzymes ainsi que des molécules anti-oxydantes

(pour revue, voir Yu, 1994).

Les antioxydants sont définis comme des substances capables - a relativement faibles
concentrations - de réduire des espéces oxydées et ainsi, diminuer ou retarder

significativement 1'oxydation de substrats cellulaires.
Les anti-oxydants cellulaires incluent:

1- les enzymes superoxydismutases (SODs) qui transforment 1'0,™" en HyO,, et les
enzymes qui convertissent 1'H,O, en H,O, telles que catalase et peroxydases. Les
peroxydases utilisent un cofacteur réduit tel que le glutathion (GSH) dans le cas
des glutathion-peroxydases (GPx) ou la thioredoxine dans le cas des

thioredoxine-peroxidases (aussi appelées peroxiredoxines, Prx).
2- des molécules hydrophiles telles que 1'ascorbate, 1'urate et le glutathion (GSH)

3- des molécules lipophiles telles que les tocophérols, les flavonoides, les

caroténoides, 1'ubiquinol...

4- les enzymes impliqués dans la réduction des formes oxydées de molécules
antioxydantes (GSH reductase, dehydroascorbate reductase) ou impliqués dans le

maintien de thiols dans les protéines (thioredoxine réductase).

Un déséquilibre entre les acteurs des voies de détoxification peut modifier la balance
interne, exacerber le stress oxydatif et compromettre la physiologie cellulaire. Ainsi, la
surexpression de la Cu-Zn SOD chez la souris semble mimer le syndrome de Down (dont
cette souris est un modele puisque le géne codant pour la SOD est localisé sur le chromosome
21). Par contre, le knock-out de ce geéne chez la souris entraine seulement des anomalies dans
une sous-classe de neurones moteurs, celle atteinte dans la sclérose latérale amyotrophique
(Reaume et al., 1996). De facon surprenante, la délétion du geéne codant pour la GPx
n'entraine pas de phénotype apparent chez la souris (souris fertile sans signes évidents d'une

susceptibilité accrue au stress oxydatif; Ho ef al., 1997).
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L'utilisation de ces défenses anti-oxydantes dépend des organismes mais aussi des
tissus: par exemple la GPx joue un rdle trés important chez les mammiferes mais est absente
chez les insectes (Vanfleteren, 1993; Sohal ef al., 1995b) et il existe trois différentes formes
de SOD chez I'Homme (cytosolique Cu/Zn SOD, mitochondriale SOD et extracellulaire
SOD), codées par trois génes différents et régulés difféeremment (Fridovich, 1995).

- Réparation des dommages

Contrairement aux mécanismes de défenses cellulaires impliquant des anti-oxydants,
la machinerie cellulaire utilisée pour la réparation des dommages est trés peu explorée.
Néanmoins, il est clair que les cellules réparent les lipides oxydés, via la phospholipase A2
qui clive les peroxydes des phospholipides (Pacifici et Davies, 1991), mais aussi les acides
nucléiques oxydés (glycosylases qui reconnaissent et excisent spécifiquement les bases
oxydés des double-brins d'ADN; voir Tchou et al., 1991; Bohr et Anson, 1995; Croteau et
Bohr, 1997; Cunningham, 1997), et les protéines oxydées (Rivett, 1990; Giulivi et al., 1994;
Stadtman, 1995).

11.3.1.3. Implication des radicaux libres dans les processus physiologiques

Les ROS sont impliqués dans la régulation de diverses fonctions physiologiques, telles
que la régulation du tonus vasculaire, la perception de la tension de I'oxygeéne et la régulation
des fonctions contrélées par la concentration en oxygene (ventilation, production
d'érythropoiétine, ...), de la transduction de signal a partir de récepteurs membranaires de
cellules du systeme immunitaire, ainsi que dans I'homéostasie redox (pour revue, voir Droge,
2002).

L'accumulation des dommages cellulaires infligés par les radicaux libres pourrait
résulter en une augmentation de la production des ROS au cours du vieillissement. En effet, il
a été montré¢ que la production de radicaux libres in vitro est plus importante dans les
mitochondries prélevées sur des rongeurs vieux (gerbilles de 25 mois) comparées aux jeunes
(5 mois; Sohal ef al., 1995a; Gabbita et al., 1997).

Le stress oxydatif semble jouer un rdle central dans l'induction et le déroulement de
l'apoptose (Slater et al., 1995; Dumont et al., 1999). En effet, nombre d'antioxydants sont
capables d'inhiber I'apoptose induite par divers agents (pour revue, voir Buttke et Sandstrom,

1994).
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11.3.1.4. Implication des radicaux libres dans la mort neuronale pathologique

Les molécules oxydantes sont capables de contribuer a la progression de diverses
maladies neurodégénératives, telles que la maladie d'Alzheimer (Good et al., 1996; Smith et
al., 1996; Smith et al., 1997), la maladie de Parkinson (Barnett et King, 1995; Cohen et al.,
1997; Hunot et al., 1997) et la sclérose latérale amyotrophique (Brown, 1995; Yim et al.,
1996). Le role des oxydants dans la maladie d'Alzheimer a été tres étudié ces dernieres
années. La formation des plaques amyloides est associée a un repliement aberrant de la
protéine APP (B-amyloid precursor protein) menant a la formation des dépots amyloides de
peptides AP (Selkoe, 1994). 1l a été montré que la formation in vitro des peptides AP par
clivage de la protéine APP est accélérée en présence d'oxygeéne mais aussi que le peptide A,
cytotoxique pour les neurones en culture, stimule la génération de molécules oxydantes
(Smith et al., 1995). En fait, il semble que les peptides amyloides générent eux-mémes des
oxydants in vitro (Hensley et al., 1996).

L'implication des radicaux libres dans la mort pathologique des cellules de Purkinje a
¢té mise en évidence dans la maladie de Menkes et 1'Ataxie Telangiectasie (pour revue, voir
Bickford et al., 2000, et voir §I1.3.3). De plus, les ROS semblent participer a la mort des

cellules de Purkinje au cours du vieillissement normal (voir §11.3.2.2).

11.3.2. Mort des cellules de Purkinje pendant le développement et le

vieillissement normal.

11.3.2.1. Une apoptose développementale des cellules de Purkinje?

Du fait qu'aucun bon marqueur de la totalité ou de la quasi-totalité des cellules de
Purkinje chez la souris jeune (avant P3) n'ait ét¢ identifié, aucun marquage de cette population
(du jeune neurone post-mitotique au neurone adulte) n'a pu étre réalisé au cours du
développement (Wassef et al., 1985). Par conséquent, aucune quantification n'a pu étre
effectuée avant P4, date a laquelle les cellules de Purkinje forment une couche et sont
aisément identifiables. La convergence d'un faisceau de résultats, certes indirects, suggere que
les cellules de Purkinje subissent une apoptose au cours du développement, mais son

existence reste cependant encore débattue.
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Certaines études ont montré que les cellules de Purkinje normales ne semblent pas
montrer de caractéristiques morphologiques d’une mort cellulaire programmée (Norman ef
al., 1995). Cependant, un processus apoptotique impliquant les protéines Bcl-2 et Bax semble
intervenir pendant le développement, comme le suggerent les analyses des souris
génétiquement modifiées pour ces genes. Les souris inactivées pour le gene codant la protéine
pro-apoptotique Bax ont environ 30% de cellules de Purkinje surnuméraires (Fan et al.,

2001).

De plus, les souris transgéniques surexprimant la
protéine anti-apoptotique Bcl-2 dans les neurones post-
mitotiques (car sous le contrdle du promoteur de I'énolase)
présentent un nombre anormalement ¢élevé de cellules de
Purkinje (figure 31). Dans la lignée NSE73a, Bcl-2
s'exprime a partir de E13, soit a la fin de la prolifération
des précurseurs des cellules de Purkinje. Cette lignée

posséde environ 40% de cellules de Purkinje de plus que

les souris sauvages (Martinou et al., 1994; Zanjani et al.,

1996, 1997). Dans la lignée NSE71, la surexpression de

. Hu-Bcl-2

Figure 31: Le cervelet des
Bcl-2 est plus tardive (a partir de PO) et est associee a une  souris surexprimant Bel2.
Coupes sagittales de souris
sauvages (+/+, en haut) et de
seulement (Martinou ef al., 1994; Zanjani et al., 1996).  souris surexprimant le géne
Bcl-2  (Hu-Bcel-2, en bas).
L’¢échelle est identique dans
suggerent donc l'existence d'une (ou deux) période(s) les deux images

augmentation du nombre des cellules de Purkinje de 23%
Ces résultats sur les lignées transgéniques de bcl-2

d'apoptose des cellules de Purkinje a partir de E13.

Par ailleurs, des cellules de Purkinje pycnotiques ont été observées dans le
primordium du cervelet chez des embryons de souris a E15 (Ashwell, 1990) et de poulet a
E16 (Bertossi et al., 1986). Certaines cellules de Purkinje présentent une activation de la
caspase 3 caractéristique de 1'apoptose entre P2 et P8 (Kitao et al., 2004; Marin-Teva et al.,

2004).

Enfin, les cellules de Purkinje maintenues en culture organotypique subissent une
apoptose massive lors d’une mise en culture entre P1 et P5, a un stade ou les cellules de
Purkinje sont dans un stade de synaptogenése et de remodelage des dendrites (Dusart et al.,

1997; Ghoumari et al., 2000; Ghoumari et al., 2002). En revanche la mise en culture de
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tranches de cervelet d'animaux plus jeunes ou plus agés entraine une apoptose beaucoup

moins importante. Cette apoptose massive a ce stade pourrait ainsi étre le reflet d’une

apoptose développementale qui interviendrait de fagcon naturelle in vivo.

L'ensemble de ces données suggere qu'une apoptose développementale des cellules
de Purkinje a lieu entre E15 et PS5, qui pourrait intervenir a deux périodes: la premiere

interviendrait autour de E15 (Ashwell, 1990) et une plus tardive entre P1 et PS5.

L'apoptose neuronale survenant au cours du développement du systéme nerveux
semble nécessaire a la formation d'un systeme nerveux fonctionnel. Elle peut étre régulée par
différents paramétres, tels que la présence de facteurs trophiques dans l'environnement
neuronal, l'activité synaptique du neurone ou les afférences contactant ce neurone. Les
travaux de Rita Levi-Montalcini et Viktor Hamburger (Hamburger et Levi-Montalcini, 1949)
ont ét¢ parmi les premiers a montrer que I'élimination des neurones surnuméraires est
controlée en partie par des facteurs trophiques. La survie des neurones dépendrait de leur
capacité a accéder a une quantité suffisante de facteurs neurotrophiques (voir § 11.4.1). Un
autre paramétre pouvant influencer la survie neuronale au cours du développement est
l'activité électrique de ce neurone (voir § 11.4.2). L'apoptose développementale semble étre
également régulée par les afférences qui, a la suite de la dépolarisation des neurones,
entrailnent une augmentation de calcium intracellulaire qui pourrait ensuite réguler

l'expression de facteurs trophiques tels que le BDNF.

En ce qui concerne le cervelet, l'influence des facteurs trophiques, de l'activité
¢lectrique et des afférences a été étudiée principalement en culture. De fagon inattendue dans
ce contexte, ces parametres - classiquement associés a la survie des neurones - semblent
influencer principalement le processus de différenciation de ces cellules (voir § 11.5.1). Cette
observation suggere que les processus de différenciation des cellules de Purkinje sont

étroitement liés a leur survie.

11.3.2.2. Mort des cellules de Purkinje pendant le vieillissement normal.

De nombreuses études établissent une dégénérescence des cellules de Purkinje dans
le cervelet au cours du vieillissement normal (Sturrock, 1989; Amenta et al., 1994). Environ
14% des cellules de Purkinje montrent des « sphéroides axonales » ou « torpédos » (Baurle et

Grusser-Cornehls, 1994) dans le cervelet au cours du vieillissement. Chez la souris C57BL/6,
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la perte des cellules de Purkinje ne commence pas avant 18 mois, et atteint 25% a 24 mois
(Doulazmi et al., 1999). De plus, I’activité succinate-déshydrogénase - associée a 1’activité
mitochondriale - est également diminuée, suggérant que ces cellules ont un métabolisme
énergétique insuffisant (Fattoretti e al., 1998). Il semble que la perte des cellules de Purkinje
au cours du vieillissement soit uniforme dans le cervelet (Sturrock, 1989). Les travaux de
Bickford (Bickford et al., 2000) suggerent que les déficits cérébelleux sont moindres chez les
souris nourries sous un régime riche en antioxydants, suggérant que la dégénérescence des
cellules de Purkinje est liée au stress oxydatif intervenant de fagon plus importante au cours
du vieillissement (Bickford et al., 2000). Cependant, des études menées sur des rats agés de
42 mois montrent au contraire que le nombre de cellules de Purkinje ne diminue pas au cours

du vieillissement (Bakalian ef al., 1991).

11.3.3. Mort non physiologique des cellules de Purkinje

11.3.3.1. Mutations spontanées entrainant une perte des cellules de Purkinje chez

la souris (exemples).

Les cellules de Purkinje étant la seule efférence du cortex cérébelleux, leur perte
entraine un dysfonctionnement important des fonctions faisant intervenir le cervelet, et qui se
traduit au niveau comportemental par une ataxie et des tremblements. L'ataxie est caractérisée
par des difficultés a réaliser des mouvements correctement coordonnés, ce qui se traduit par
des mouvements saccadés et imprécis et des troubles de 1'équilibre. Les connaissances sur le
fonctionnement du cervelet dans la réalisation motrice ont été acquises, entre autres, par les

¢tudes sur les mutants murins spontanés, modeles d'ataxie cérébelleuse.

L’apparence du cervelet aprés la mort des cellules de Purkinje dépend de I’age de la
mort de ces cellules. Alors que la mort de cellules de Purkinje dans un cervelet adulte ne va
pas entrainer de modification dans I'organisation du cervelet, la mort de ces cellules dans le
cervelet néonatal a pour conséquence une diminution de la taille du cervelet. En effet, la perte
des cellules de Purkinje dans le cervelet en développement affecte la prolifération ou la survie
d'autres types cellulaires dans le cervelet (grains, noyaux profonds, ...; Wassef et al., 1986;
Ghetti et al., 1987; Triarhou et al., 1987) mais aussi hors du cervelet, en particulier les
neurones de l'olive inférieure (Ghetti et al., 1987; Shojaeian et al., 1988; Triarhou et Ghetti,

1991).
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Les génes dont les mutations connues entrainent une perte des cellules de Purkinje
codent diverses protéines telles que des canaux ioniques (canal calcium ala chez les mutants
tottering et leaner (Doyle et al., 1997), canal calcium 0202 chez ducky (Barclay et al., 2001),
canal potassique GIRK2 chez weaver (Patil et al., 1995), canal calcium Y2 chez stargazer
(Letts et al., 1998) et canal GluRd2 chez Lurcher (Zuo et al., 1997)), des facteurs de
transcription (ROR« chez staggerer; Hamilton et al., 1996, et voir §I et §I1.6), des protéines
impliquées dans l'adhésion ou la migration cellulaire (reelin chez le mutant reeler
(D'Arcangelo et al., 1995), Unc-5 chez le mutatnt rcm (Rostral cerebellar malformation;
(Ackerman et al., 1997)), ou d'autres protéines de fonction variée telles que Nnal (une
ATP/GTP binding protein) chez le mutant pcd (Purkinje cell degeneration; Fernandez-
Gonzalez et al., 2002), Wnt-1 chez swaying (Thomas et al., 1991), protéine de transfert du
phosphatidyl-inositol chez wasted (Chambers et al., 1998). Bien que de nombreuses
mutations ont été caractérisées ces dernieres années, la cause génétique d'autres mutants

cérébelleux reste inconnue (mutants agitans, hyperspiny, tambaleante, nodding, nervous, ...).

11.3.3.2. Mort pathologique des cellules de Purkinje: les ataxies chez I'Homme.

De nombreuses ataxies ont été décrites chez I'Homme et quelques unes sont

brievement décrites dans ce paragraphe.

- Ataxies spinocérébelleuses

Les ataxies spinocérébelleuses (SCA pour spinocerebellar ataxia) sont un groupe
hétérogene de maladies héréditaires dont la caractéristique principale est une ataxie. Sept
formes d'ataxie spinocérébelleuse (SCA1 a SCA7) ont été décrites chez I'Homme et résultent
d'une expansion de triplets CAG entrainant une expansion poly-glutamine dans les protéines
résultantes. Ces mutations conduisent a une perte des cellules de Purkinje, accompagnée dans
certains cas de la dégénérescence d'autres neurones, en particulier dans le pont. L'ataxie
familiale dominante la plus répandue au monde est l'ataxie spinocérébelleuse de type 3
(SCA3, ou maladie de Machado-Joseph - MJD), due a une expansion de triplets CAG dans le
gene codant la protéine MJDI ou ataxin-3, une protéine ubiquitaire de fonction inconnue
(Ichikawa et al., 2001). Par ailleurs, SCA6 est causée par une expansion de triplets CAG dans

le canal calcique ala, dont la perte de fonction chez les mutants murins /eaner et tottering ou

ﬂL



Introduction

I
2"% partie Cellules de Purkinje: Survie

chez la souris chez laquelle le géne est inactivé présentent le méme phénotype (Fletcher et al.,

1996; Doyle et al., 1997).

- Maladie de Niemann-Pick

Les maladies de Niemann-Pick, classées en différents types A/B ou C, présentent
comme caractéristique neuropathologique majeure une dégénérescence des cellules de
Purkinje. La maladie Niemann-Pick de type A/B (NPAB) est une maladie lysosomale
héréditaire, autosomique récessive, causée par une déficience de l'activité sphingomyelinase.
La souris inactivée pour le gene codant la sphingomyelinase, modele de la NPAB (Horinouchi
et al., 1995; Otterbach et Stoffel, 1995), se développe normalement et présente un phénotype
ataxique progressif dés 8 semaines, et meurent a 6-8 mois. La maladie de Niemann-Pick de
type C1 est une maladie héréditaire, autosomique récessive due a une anomalie de stockages
des lipides, liée a un défaut de I'homéostasie et du transport intracellulaire du cholestérol

(Pentchev et al., 1986a, b; Shamburek et al., 1997).

- Maladie de Menkes

La maladie de Menkes, ou syndrome "kinky hair", est une maladie récessive liée au
chromosome X (Menkes et al., 1962). Le géne muté dans cette maladie est une protéine de
transport du cuivre/ATPase (Chelly et al., 1993; Mercer et al., 1993; Vulpe et al., 1993). La
pathologie est due a un défaut d'absorption du cuivre (hypocuprémie) entrainant la
séquestration du cuivre dans l'intestin, le rein et le tissu conjonctif, associ¢ a une sévere
déficience en cuivre dans le systéme nerveux central (Camakaris ef al., 1979; Mann et al.,
1979; Yoshimura, 1994). Dans le systeme nerveux central, les pertes neuronales associées a
une gliose, interviennent principalement dans le cortex cérébral, le thalamus et le cervelet
(Troost et al., 1982). L'hypoplasie cérébelleuse refléte une perte des cellules de Purkinje et
une perte des grains du cervelet (Williams et al., 1978; Iwata et al., 1979). 11 a été suggéré que
la déficience en cuivre dans le SNC pourrait conduire a une déficience en activité Cu/Zn
superoxyde dismutase (SODI1), qui entrainerait un stress oxydatif pouvant mener a une

neurodégénérescence.

- L'Ataxie télangiectasie (AT)
L'AT est une maladie autosomique récessive caractérisée dans sa forme typique par

une ataxie cérébelleuse progressive, des télangiectasies, une immunodéficience, un
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vieillissement précoce et une sensibilité accrue aux radiations. L'ataxie est liée a une perte
massive des cellules de Purkinje, mais aussi a la neurodégénérescence des grains et des
neurones olivaires (Aguilar et al., 1968; Boder, 1975; Paula-Barbosa et al., 1983). La
mutation dans le géne atm (AT-mutated) est responsable de cette maladie. ATM code une
protéine impliquée dans la détection de la cassure de double-brins de I'ADN, processus
indispensable a la réparation de I'ADN a la suite de l'exposition a des radiations par exemple.
Le stress oxydatif a été impliqué de fagon cruciale dans le cette pathologie y compris pour la
dégénérescence des cellules de Purkinje (pour revues, voir Barzilai et al., 2002; Watters,

2003).
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I1.4. Différenciation des cellules de Purkinje

Nous nous intéresserons plus particulierement a la différenciation des cellules de
Purkinje, mais aussi a celle des grains car toutes deux sont étroitement liées. Par soucis de
clarté¢ dans le texte, nous distinguerons dans les cellules de Purkinje deux processus de
différenciation - pourtant indissociables - dans cette partie: nous nous intéresserons dans un
premier paragraphe a la "différenciation biochimique" des cellules de Purkinje, a savoir
l'acquisition de l'expression des marqueurs des cellules de Purkinje, et dans un deuxieme
paragraphe, nous évoquerons la "différenciation morphologique" qui concerne la

différenciation de l'arbre dendritique.

La cellule de Purkinje du cervelet est I'un des neurones le plus spectaculaire. Outre sa
taille, la cellule de Purkinje se distingue des autres neurones par son arborisation dendritique
extrémement développée et orientée (voir § II1.1.1.2). Les cellules de Purkinje établissent des
synapses avec les axones des grains et cette interaction semble intervenir de fagon cruciale

dans 1'¢laboration de leur arbre dendritique.

11.4.1. Différenciation "biochimique" des cellules de Purkinje

Les cellules de Purkinje du cervelet dérivent d’un pool fondateur dans le
métencéphale antérieur. Les précurseurs des cellules de Purkinje entament leurs derniéres
mitoses entre E10 et E13 (Miale et Sidman, 1961). Les cellules post-mitotiques migrent de la
zone germinative vers l'ébauche cérébelleuse, en suivant probablement des guides de glie
radiaire, ou elles s’agrégent pour former une couche de 10 a 15 cellules d’épaisseur, pres de la
surface du cervelet. Cette couche des cellules de Purkinje se subdivise en faisceaux
("clusters") de phénotype moléculaire caractéristique (Hawkes et Eisenman, 1997; Herrup et
Kuemerle, 1997; Armstrong et Hawkes, 2000). Les fibres grimpantes et les fibres moussues
entrent ensuite dans le cervelet et contactent des faisceaux de cellules de Purkinje spécifiques,
¢tablissant ainsi une topographie des afférences (Mason et Gregory, 1984; Armstrong et

Hawkes, 2000).

Les "clusters" de cellules de Purkinje se dispersent alors selon 1’axe rostro-caudal
autour de la naissance pour former une couche monocellulaire de bandes sagittales. La
dispersion des clusters nécessite un changement des propriétés d’adhésion cellulaire entre les

cellules de Purkinje, médiée par les voies de signalisation reelin-Dabl (Howell et al., 1997,
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Sheldon et al., 1997; Gallagher et al., 1998), cadhérine (Gilmore et Herrup, 2000) et intégrine
(Dulabon et al., 2000). La dispersion des cellules de Purkinje étant rostro-caudale, les clusters

de Purkinje sont donc transformés en bandes parasagittales.

Aprés la naissance, la plupart des marqueurs embryonnaires des clusters
disparaissent ou sont exprimés de facon ubiquitaire (par exemple la calbindine), ou sont
nouvellement exprimés (par exemple la zebrine II, (Lannoo ef al., 1991) et la parvalbumine

(Endo et al., 1985)).

11.4.2. Différenciation dendritique des cellules de Purkinje

Par des expériences de tracage a la peroxydase de Raifort et de microscopie
¢lectronique, Armengol et Sotelo (1991) ont décrit le développement dendritique des cellules
de Purkinje chez le rat (figure 32). Jusqu'a la fin de leur migration, la morphologie des
cellules de Purkinje est trés peu développée (morphologie bipolaire caractéristique des
neurones en migration). Les cellules de Purkinje entament ensuite un processus de régression

de leurs prolongements dendritiques, avant de développer l'arbre dendritique terminal.

Figure 32: Différenciation des cellules de Purkinje. Les cellules de Purkinje sont
visualisées de la fin de leur migration radiale (E20) jusqu'a l'adulte. Les cellules de Purkinje a
P1 subissent une rétraction des dendrites jusqu'a P6, avant d'é¢laborer l'arbre dendritique
terminal a partir de P6. D'aprés Armengol et Sotelo, 1991.

L'interaction avec les afférences est essentielle au développement de 1'arborisation
dendritique des cellules de Purkinje. Des études in vitro (Baptista et al., 1994) ont montré que
les premiers stades du développement des cellules de Purkinje peuvent avoir lieu

indépendamment de toute interaction cellulaire. L'activité synaptique entre les fibres

paralleles et les cellules de Purkinje est impliquée dans la différenciation de Il'arbre
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dendritique des cellules de Purkinje via les récepteurs ionotropiques non-NMDA et les

récepteurs métabotropiques (Hirai et Launey, 2000).

11.4.2.1. Développement dendritique précoce.
Bien que les cellules de Purkinje naissent au 13°™ jour de développement chez la
souris, le développement de leur arbre dendritique commence peu apres la naissance. Le
développement des cellules de Purkinje commence par 1'élaboration de leur axone qui se
projette vers les noyaux profonds du cervelet et vers les noyaux vestibulaires. Dés E18, les
cellules de Purkinje ont une morphologie polarisée: I'axone émane d'un pdle alors qu'a l'autre
pole émane un prolongement dendritique pas encore branché. Ramoén y Cajal, en 1926, a
qualifié ce stade "fusiforme" (Ramon y Cajal, 1926), qui a été par la suite mieux caractérisé
par Armengol et Sotelo (1991). Durant la premiére semaine apres la naissance, la cellule de

Purkinje va subir d'importants remodelages dendritiques.

A la fin de leur migration, les cellules de Purkinje sont fusiformes "simples", soit une
morphologie bipolaire. Quelques branchements latéraux émergent ensuite du prolongement
dendritique: la cellule de Purkinje est alors qualifiée "fusiforme complexe". Par la suite, de
petites dendrites somatiques vont alors s'étendre dans toutes les directions, se brancher,
croitre, alors que le prolongement dendritique d'origine va régresser. La cellule de Purkinje
apparait alors de moins en moins polarisée: elles est caractéristique de l'age P4-P6 et est
qualifiée de "cellule étoilée avec des dendrites non orientées" (Ramoén y Cajal, 1911) ou stade
des dendrites "atrophiques-régressives" portant des prolongements courts et nombreux: les
expansions périsomatiques. A ce stade, les cellules de Purkinje sont alignées en une
monocouche dans le cervelet. L'arborisation dendritique des cellules de Purkinje, comportant
de nombreuses épines, se développe ensuite (a partir de P10 chez le rat) puis s'étend dans

toute 1'épaisseur de la couche moléculaire pour s'arréter a la surface piale.

Durant toute cette phase de remodelage dendritique, les cellules de Purkinje
¢tablissent des synapses avec les fibres grimpantes qui les contactent dés E19 chez la souris
(Morara et al., 2001). Les fibres grimpantes sont alors en position périsomatique (Sotelo et
al., 1984; Mason et al., 1990). Ces stades précoces du développement dendritique des cellules
de Purkinje, qui ont lieu pendant la premicére semaine de développement, sont donc
caractérisés par le remodelage dendritique et la connexion concomitante des fibres

grimpantes. A ce stade, les fibres paralléles commencent a se développer et établissent
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quelques synapses immatures sur les dendrites de cellules de Purkinje (Altman, 1972a, b)

dont on peut enregistrer quelques réponses électrophysiologiques (Woodward et al., 1971).

11.4.2.2. Développement de l'arbre dendritique.

Apres la premiére semaine post-natale, et jusqu'a la quatriéme semaine environ, le
développement dendritique des cellules de Purkinje entre dans une nouvelle phase
caractérisée par une ¢longation dendritique rapide et une synaptogenése intense entre les
cellules de Purkinje et les fibres paralleles (voir figure 33). Ce stade "d'orientation et
d'aplanissement de l'arbre dendritique" (Ramon y Cajal, 1911) est celui pendant lequel I'arbre
dendritique typique des cellules de Purkinje est généré, par une croissance ramifiée rapide des
dendrites (Altman, 1972a, b; Hendelman et Aggerwal, 1980). Au début de cette phase, le pole
apical du soma des cellules de Purkinje commence a croitre (formation d'un "cone apical")
(Altman, 1972a) duquel un seul dendrite primaire émerge. Ce dendrite s'allonge et commence

a se ramifier pour donner lieu a l'arbre dendritique typique des cellules de Purkinje.

Les synapses des fibres grimpantes subissent une translocation de leur position
périsomatique vers leur position péridendritique définitive (Mason et al, 1990). L'arbre
dendritique des cellules de Purkinje est mature a 1'age d'un mois environ. A cet age, la CGE a
disparu et tous les grains ont atteint leur position finale, dans la couche interne sous la couche
des cellules de Purkinje. Cette phase est une période de développement du cervelet pendant
laquelle interviennent de fagon concomitante divers processus. En effet, les cellules de
Purkinje ¢laborent et orientent leur arbre dendritique, ce qui consiste en une croissance et un
branchement rapide des dendrites, alors que les grains - qui continuent leur migration de la
couche externe (qui disparait progressivement) vers la couche interne - allongent leur axone
qui forme les fibres paralléles qui établissent aussitot des synapses avec l'arbre dendritique
naissant des cellules de Purkinje. Paralléelement, les interneurones forment des synapses
inhibitrices avec les cellules de Purkinje, alors que les fibres grimpantes réalisent leur
translocation de leur localisation somatique vers leur position définitive dans la partie
proximale de l'arbre dendritique des cellules de Purkinje (phase "grimpante" de l'innervation
des fibres grimpantes), et la régression de la poly-innervation. Enfin, on observe pendant cette

période la maturation des propriétés électrophysiologiques des cellules de Purkinje.

Les fibres paralléles contactent les prolongements dendritiques et forment des

contacts synaptiques sur les épines dendritiques des cellules de Purkinje. Des synapses
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znd(‘
immatures sont présentes dés le 5™ jour aprés la naissance, et la synaptogenése continue
pendant toute la période de croissance dendritique, jusqu'a la fin de la 4°™ semaine aprés la

naissance (Altman, 1972a).
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Figure 33: Différenciation et synaptogenése du cortex cérébelleux de rat.

A partir de P21, les architectures au niveau cellulaire, au niveau des circuits neuronaux et au
niveau des lobules ne montrent pratiquement aucune différence avec celles des animaux

adultes.

11.4.3. Interactions avec la différenciation des autres cellules : cas

des grains

11.4.3.1. Etapes de différenciation des grains

La différenciation des grains peut étre divisée en trois étapes: l'initiation de leur
différenciation, la croissance axonale et enfin la migration avec la formation de synapses
(Hatten et Heintz, 1995). Aprés la naissance a PO, les grains proliférent massivement dans la
couche germinative externe (EGL) jusqu'a P18. Leur longue période de prolifération (PO-P18)
donne naissance a un trés grand nombre de grains qui surpassent de loin le nombre de cellules
de Purkinje - environ 250 grains pour une cellule de Purkinje dans le cervelet de souris adulte.
Durant cette méme période, les cellules post-mitotiques migrent radialement, guidées par les

fibores de Bergmann (ou processus radiaire; Ramon y Cajal, 1911), et étendent
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onde
horizontalement en forme de T leur axone, appelé fibre parallele (PF). Ces grains de la couche
germinative externe traversent la couche moléculaire en développement et la couche de
cellules de Purkinje pour former la couche des grains interne (IGL; figure 34). Les fibres
paralléles s'étendent perpendiculairement au plan de 1'arborisation dendritique des cellules de
Purkinje et forment des synapses avec les épines dendritiques des cellules de Purkinje et les
différents interneurones inhibiteurs: les cellules étoilées, de Golgi et en corbeille au fur et a

mesure qu'elles deviennent matures.

N

Fibres paralleles

Couche des grains externe

Couche moleculaire - - “- -
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Couche des ot el
cellules de Purkinje ™ = ..o jevie
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Figure 34: Schéma représentant la différenciation des grains en provenance de la couche
des grains externe, d'aprés Ramon y Cajal (1911). Ramon y Cajal a distingué un premier
stade de différenciation des grains post-mitotiques qualifié de "epithéloide", puis un stade
bipolaire tangentiel qui préceéde un stade bipolaire vertical. Les corps cellulaires des grains en
stade bipolaire vertical traversent la couche moléculaire et la couche des cellules de Purkinje
pour constituer la couche des grains internes, alors que les extensions neuritiques vont
constituer les fibres paralleles.

La différenciation et la migration des grains nécessitent également l'interaction entre
eux par le biais de récepteurs membranaires. Ceci a été démontré grace a 1'étude du mutant
murin weaver, chez lequel les grains sont incapables de migrer. Les grains de génotype
homozygote pour weaver, placés dans un cervelet sauvage, donc en présence de grains

normaux, migrent et se différencient normalement.

Par ailleurs, le facteur NT-3 pourrait avoir une action dans la différenciation des
grains, puisque l'application exogéne de NT-3 accélére la sortie des grains de la couche

externe (Doughty et al., 1998) vers la couche interne.

107



Introduction

2"% partie Cellules de Purkinje: Différenciation

11.4.3.2. Développement des cellules de Purkinje en l'absence de grains

L'irradiation aux rayons X de rats nouveaux-nés entraine une diminution de 90% de
l'innervation des cellules de Purkinje par les grains. Dans ces conditions, les cellules de
Purkinje développent un arbre dendritique complexe, mais néanmoins non orienté et sans

branchements dendritiques tertiaires (Altman et Anderson, 1972).

Ces caractéristiques sont retrouvées dans les cellules de Purkinje du mutant weaver,
chez qui les grains, incapables de migrer, meurent avant d'établir les connexions avec les
cellules de Purkinje (Rakic et Sidman, 1973). En effet, les cellules de Purkinje de ce mutant
développent une arborisation dendritique de taille réduite, mais sans branchements
dendritiques tertiaires. Les épines dendritiques, normalement localisées en majorité sur les
branchements tertiaires de l'arborisation, sont observées chez ce mutant sur les branchements
primaires et secondaires qui en sont normalement dépourvues. L'innervation des cellules de
Purkinje par les fibres paralléles semble donc étre nécessaire a la formation des branchements
tertiaires ou quaternaires, mais ne semble pas intervenir dans la croissance initiale de 1'arbre

dendritique.
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I.5. Facteurs influengant la différenciation et la survie des cellules

de Purkinje

Divers facteurs pouvant influencer la survie des cellules de Purkinje ont été
identifiés, le plus souvent dans des modéles de cultures de cellules de Purkinje. Il est
intéressant de noter que pour nombre d'entre eux, ces parameétres semblent également exercer
un role dans la croissance dendritique des cellules de Purkinje, suggérant que ces deux

processus sont liés.

11.5.1. Influence des facteurs trophiques

Un certain nombre d'expériences indique que les cellules cibles jouent un role
important dans la régulation du nombre de neurones afférents (pour revue, voir Oppenheim,
1981). La découverte du facteur de croissance neuronal (NGF, Nerve Growth Factor) a
permis de montrer l'existence de facteurs sécrétés par la cible des neurones et d'avancer la
théorie neurotrophique (Levi-Montalcini, 1949). Celle-ci postule que les neurones entrent en
compétition pour un facteur trophique sécrété en quantité limitante par leur cible et que seuls

survivent les neurones capables de capter une quantité suffisante de ce facteur trophique.

Le role des facteurs trophiques dans le processus de différenciation des cellules de
Purkinje a été étudié dans des modeles de culture dissociée de cervelet. Le premier facteur
trophique dont le role a été identifié est le NGF. L'ajout de NGF seul dans le milieu n'a pas
d'effet sur la croissance des cellules de Purkinje. Par contre, l'ajout conjoint de NGF et
d'agonistes de récepteurs métabotropiques du glutamate (Cohen-Cory et al., 1993; Mount et
al., 1993) ou d'agonistes du récepteur muscarinique de l'acétylcholine (Mount et al., 1994b)
favorise la croissance des dendrites et augmente la survie des cellules de Purkinje. D'autres
¢tudes ont montré un role similaire dans la survie ou la différenciation pour NT-3 (Mount ef
al., 1994a), NT-4, BDNF et CNTF (Larkfors et al., 1996), bien que controversé pour BDNF
(pour revue, voir Kapfhammer, 2004) et NT-3 (Heuer et Mason, 2003).

L'IGF-1 semble également étre un facteur clé de la survie des cellules de Purkinje
(Chrysis et al., 2001). Par exemple, la survie des cellules de Purkinje des souris mutantes Pcd
(Purkinje cell degeneration) est améliorée par un haut niveau d'IGF-1 dans le sérum (Carro et

al.,2001). L'activité des neurotrophines semble jouer un role clé dans la survie des cellules de
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Purkinje. Par exemple, l'injection chronique de GDNF conjointe ou non avec I'lGF-1 (Tolbert
et al., 2001; Tolbert et Clark, 2003) dans les rats shaker, entraine un retard de la perte des

cellules de Purkinje qui se produit chez ces animaux (Tolbert et Clark, 2000).

11.5.2. Réles des Protéines Kinases C

L'activité des PKC (Protein Kinase C) a été identifiée comme étant un déterminant
intracellulaire majeur de la croissance dendritique. L'activation des PKC dans des cellules de
Purkinje en culture organotypique entraine une sévere réduction de la croissance et des
branchements dendritiques, alors que l'inhibition a l'effet inverse (pour revue, voir
Kapthammer, 2004). Par ailleurs, I'inhibition des PKC dans des tranches organotypiques de
cervelet empéche la mort des cellules de Purkinje, montrant un réle de cette molécule dans la

survie des cellules de Purkinje (Ghoumari et al., 2002).

11.5.3. Réle de I'activité bioélectrique

Un autre parametre pouvant influencer la survie neuronale au cours du
développement est l'activité €lectrique de ce neurone (pour revue, voir Snider et Lichtman,
1996). A la suite de la dépolarisation des neurones, I'augmentation de calcium intracellulaire
peut réguler l'expression de facteurs trophiques tels que le BDNF (Ghosh et al., 1994), et ainsi

influencer la survie des neurones.

En ce qui concerne les cellules de Purkinje, le role de l'activité électrique est, a ce
jour, discuté. En effet, des ¢tudes montrent que l'ajout de TTX sur les cellules de Purkinje en
culture dissociée, qui empéche la conduction des potentiels d'action, entraine une inhibition de
la croissance de l'arborisation dendritique (Schilling ef al., 1991). Plusieurs études montrent
que le blocage des récepteurs NMDA dans des cultures de cervelet de rat (Hirai et Launey,
2000; Adcock et al., 2004) ou in vivo chez le poulet (Vogel et Prittie, 1995) conduit a une
réduction de la taille de l'arbre dendritique des cellules de Purkinje. Cependant des études
similaires - réalisées en grande partie dans des cultures organotypiques qui maintiennent une
certaine intégrité des connexions entre neurones - n'ont pas réussi a mettre en évidence un
effet de l'activité électrique sur la différenciation de l'arbre dendritique (pour revue, voir
Kapthammer, 2004). Peut-étre les différences de résultats peuvent-elles étre liées aux

différents modeles cellulaires utilisés?
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11.5.4. Influence des hormones thyroidiennes

Le développement de l'arbre dendritique des cellules de Purkinje a été un des
premiers exemples montrant le role important des hormones dans le développement des
neurones. La déficience en hormones thyroidiennes entraine chez I'Homme le syndrome du
"crétinisme", caractéris€é par un séveére retard mental. L'hypothyroidisme pendant le
développement entraine chez le rongeur d'importantes anomalies de développement des
neurones, et en particulier des cellules de Purkinje. En effet, leur développement est retardé,
leur taille, les branchements dendritiques, et le nombre de synapses sont réduits (Nicholson et

Altman, 1972a, b; Lauder, 1978; Vincent ef al., 1982).

Les hormones thyroidiennes agissent via l'activation des récepteurs nucléaires TRol
(Thyroid hormone Receptor ol) et TRP. Contrairement aux effets de I'hypothyroidisme induit
par une carence en hormones, les souris chez lesquelles 1'un et/ou l'autre des récepteurs ont été
inactivés présentent un développement normal du cerveau, avec en particulier un arbre
dendritique des cellules de Purkinje normal (Forrest et al., 1991; Fraichard et al., 1997; Gothe
et al., 1999). Cependant, la souris qui exprime un récepteur TR muté sur le site de fixation
de 1'hormone (rendant ainsi impossible l'activation du récepteur par 1'hormone) présente les
anomalies de développement du cerveau et des cellules de Purkinje décrites pour les animaux
hypothyroidiens (Hashimoto ef al., 2001). Par ailleurs, les souris déficientes en TRol sont
protégées des effets de I'hypothyroidie sur le développement du cervelet (Morte et al., 2002).
Le role des hormones thyroidiennes et des récepteurs TRol et TRP a également été étudié
dans des cultures dissociées de cervelet, qui contiennent des cellules de Purkinje et des grains.
L'ajout de T3 dans le milieu de culture favorise la croissance dendritique des cellules de
Purkinje (Lindholm et al., 1993), via l'activation des récepteurs TRl exprimés par ces

cellules (Heuer et Mason, 2003).

Ces résultats suggerent que I'hormone thyroidienne est nécessaire pour activer ses
récepteurs, qui, en l'absence d'hormone, sont dans une forme "apo", et sont capables de
réprimer la transcription de genes cibles (voir §L.1.4). Les récepteurs TR, en l'absence
d'hormone thyroidienne, ont donc un effet inhibiteur sur la croissance dendritique des cellules
de Purkinje. En condition d'euthyroidie, la fixation de 'hormone sur son récepteur entraine la
levée de l'inhibition de la transcription, qui est nécessaire au développement normal du

cervelet.
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11.5.5. Influence des hormones stéroidiennes

Outre les hormones thyroidiennes, les hormones stéroidiennes telles que la
progestérone et les cestrogenes exercent un role dans la différenciation de l'arbre dendritique
des cellules de Purkinje. Leur role dans la synaptogenése dans I'hippocampe est décrit depuis
de nombreuses années. Ces hormones sont synthétisées par les cellules de Purkinje elles-

mémes (Sakamoto et al., 2002; Sakamoto et al., 2003).

L'augmentation exogéne de progestérone dans le fluide céphalorachidien ou dans un
modele in vitro en culture a montré un role positif de cette hormone sur la croissance des
dendrites. Par ailleurs, le nombre d'épines dendritiques est augmenté apreés un traitement a la
progestérone (Sakamoto et al., 2002). Les effets des cestrogénes sont similaires a ceux de la
progestérone (Sakamoto ef al., 2002). Les hormones stéroidiennes semblent donc étre des
stimulateurs du développement des dendrites et des épines dendritiques des cellules de

Purkinje.

Aucune €étude ne décrit de role des hormones stéroidiennes dans la survie des cellules
de Purkinje. Le RU 486 (mifepristone), un antagoniste du récepteur de la progestérone, est un
facteur de survie des cellules de Purkinje en culture organotypique (Ghoumari et al., 2003).
Cependant, les auteurs ont montré que I'action du RU 486 ¢était indépendant du récepteur de la
progestérone puisque la progestérone elle-méme n'avait pas d'effet et parce que l'effet du RU

486 est maintenu dans des cultures de cervelet de souris qui n'expriment plus ce récepteur.
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I.L6. Réle du récepteur nucléaire RORo dans la survie et la

différenciation des cellules de Purkinje.

De nombreuses études montrent une influence des hormones dans le développement.
La plupart des fonctions hormonales sont médiées par des récepteurs nucléaires qui vont, en
fonction de la fixation ou non de leur ligand (le plus souvent une hormone), réguler
l'expression de geénes cibles.

De nombreux récepteurs nucléaires ont été identifiés indépendamment de leur ligand:
c'est le cas des récepteurs dits "orphelins" qualifiés ainsi puisque leur clonage a précédé
l'identification de leur fonction ou de leur ligand (voir § 1.1.5). Par ailleurs, ces récepteurs
nucléaires - tel T3R - peuvent agir de fagon active sur la régulation de la transcription
indépendamment de la présence du ligand. L'étude de la régulation des récepteurs nucléaires,
de leur expression ainsi que de leur fonction est donc d'une importance considérable pour une

meilleure compréhension des divers processus dans lesquels sont impliqués ces récepteurs.

ROR« est un récepteur nucléaire qui exerce de nombreuses fonctions dans et hors du
systeéme nerveux (voir §1.4), et en particulier dans le développement et dans le vieillissement
du cervelet (voir aussi §1.4.1).

Les fonctions de ROR« ont été étudiées en partie a 1'aide du mutant staggerer. La
mutation staggerer conduit a la délétion d'une partie de la protéine et semble entrainer la perte
de fonction de la protéine RORa (voir §1.5). Ces souris présentent une sévere ataxie,
conséquence d'une neurodégénérescence massive dans le cervelet (voir § I1.6.1). En effet, le

cervelet adulte Rora*®*¢

est trés atrophié et tres peu folié : cette atrophie est due a I'absence
précoce des cellules de Purkinje et au faible nombre des grains (Herrup, 1983). Par ailleurs,

les cellules de Purkinje restantes présentent des anomalies de différenciation (voir § 11.6.2).
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11.6.1. Pertes neuronales chez le mutant staggerer

L'absence de ROR«a conduit a des neurodégénérescences massives des cellules de

Purkinje, mais également des grains et des neurones olivaires.

11.6.1.1. Cellules de Purkinje

RORa semble étre indispensable a la survie des cellules de Purkinje, qui sont

affectées de maniére intrinséque par la mutation staggerer.

Les cellules de Purkinje commencent a exprimer RORo des E13, date a laquelle ces
précurseurs deviennent post-mitotiques et quittent la zone ventriculaire (Goldowitz et Hamre,
1998; Gold et al., 2003). Les travaux de Vogel et de ses collaborateurs (2000) suggérent
fortement que le cervelet des souris Rora*®*¢ semble normal jusqu'a E17.5, et que les cellules
de Purkinje sont générées de fagcon normale mais commencent a mourir entre PO et P5. Chez
l'adulte, le nombre des cellules de Purkinje est trés diminué, le déficit atteint 82% a 2 mois

(Doulazmi et al., 2001).

La mutation staggerer a longtemps été considérée comme récessive. Cependant,
I’étude des souris hétérozygotes pour la mutation staggerer (Rora”*¢) a montré un effet semi-
dominant de cette mutation : au cours du vieillissement, les souris hétérozygotes Rora "’
présentent des pertes neuronales plus importantes que les souris Rora™”". Alors que le nombre
des neurones cérébelleux est normal jusqu'a 1'dge de 2 mois, il se produit ensuite une perte
progressive des cellules de Purkinje, des grains et des neurones olivaires qui atteint 25 a 30%
a I'age de 12 mois (Zanjani et al., 1992; Hadj-Sahraoui et al., 1997). Bien que les souris aient
un aspect clinique apparemment normal, elles présentent des déficits dans la réalisation de

certains tests moteurs et dans les apprentissages moteur et spatial (Caston ef al., 1995; Caston

et al., 2003; Caston et al., 2004).

11.6.1.2. Cellules granulaires

Les grains du cervelet n'expriment pas RORa. La diminution du nombre de grains chez les

mutants perte de fonction de RORo semble étre la conséquence de deux processus distincts:

- d'une part, une diminution de la prolifération des précurseurs des grains dans la

couche germinative externe des grains.
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pnde
Dés la naissance, la CGE est d'épaisseur moins importante que chez les sauvages. En effet, les
cellules de Purkinje controlent la prolifération des grains en synthétisant la molécule
diffusible Sonic Hedgehog, signal mitogéne pour les précurseurs des grains (Dahmane et
Ruiz-i-Altaba, 1999; Wallace, 1999; Kenney et al., 2003). Récemment, il a ét¢ montré que
ROR« controle la transcription du géne codant pour Shh (Gold et al., 2003 et voir § L5).
Ainsi, ces travaux suggerent que les cellules de Purkinje dépourvues de RORo fonctionnel
n'envoient pas les signaux mitogénes de fagon normale et la prolifération des grains en est

affectée, conduisant a une diminution du nombre de grains post-mitotiques.
- d'autre part, une dégénérescence des grains par absence de leur cible.

L'absence des cibles des grains (ici les cellules de Purkinje) entraine leur dégénérescence. Ce
processus a ¢été¢ largement décrit et qualifi¢ de "dégénérescence en cascade" (Sotelo et

Changeux, 1974).

11.6.1.3. Autres neurones

Les neurones olivaires - afférences des cellules de Purkinje - sont également affectés
par la mutation staggerer: leur nombre est normal a la naissance mais le déficit atteint 60% au
24°™ jour postnatal et se maintient a I'dge adulte (Blatt et Eisenman, 1985; Shojaeian et al.,
1985; Zanjani et al., 1994). Par contre, le nombre des neurones des noyaux cérébelleux est

normal.

Les autres régions du cerveau semblent normales, excepté le bulbe olfactif qui est

atrophique (Monnier ef al., 1999).

11.6.2. Différenciation des cellules de Purkinje chez staggerer

Les cellules de Purkinje des souris Rora*®"®

présentent des anomalies de
différenciation. Ces anomalies concernent leur morphologie, mais aussi l'expression de
protéines. En effet, les cellules de Purkinje survivantes chez l'adulte semblent immatures:
leurs dendrites sont atrophiques et dépourvues de branchettes terminales et d'épines (Bradley
et Berry, 1978; Landis et Sidman, 1978; Sotelo, 1978, 1990). De plus, I'expression de certains

marqueurs tardifs tels que Pcp-2/L7 et calmoduline (Messer et al., 1990; Hamilton et al.,

1996), est anormale. Par ailleurs, les cellules de Purkinje restent poly-innervées par les fibres
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grimpantes (Crepel et al., 1980; Mariani et Changeux, 1980), poly-innervation qui régresse

normalement pendant le développement (Mariani et Changeux, 1981a, b).

Rora

+/+

Figure 35: Cellules de Purkinje du
mutant homozygote staggerer.

L'expression de RORa dans le cervelet de
souris Rora”" et Rora®®*¢ & P30 est révélée
par immunomarquage en vert (A,D). Les
cellules de Purkinje sont révélées en rouge
par I'immunomarquage de la calbindine en
rouge (B, E). Les images C et F montrent la
superposition des images A-B et D-E
respectivement. Contribution personnelle.

De plus, I’analyse de la morphologie des cellules de Purkinje de I'hétérozygote

staggerer montre une atrophie des dendrites au cours du vieillissement (Doulazmi et al.,

1999; Hadj-Sahraoui et al., 2001), beaucoup plus importante que chez les témoins.

développement du cervelet.

En conclusion, nous avons vu que ROR«a est impliqué de fagcon cruciale dans le

Cependant, la survie et la différenciation des cellules de Purkinje étant deux processus

dépendants 1'un de l'autre, les travaux publiés ne permettent pas de déterminer:

- si RORa exerce un role propre dans la survie des cellules de Purkinje, et entraine en

conséquence les anomalies de différenciation des cellules de Purkinje (liées par exemple

a l'absence des grains montrés nécessaires au processus de différenciation des cellules

de Purkinje).

- S1 RORo exerce un rdle propre dans la différenciation des cellules de Purkinje du

cervelet, entrainant une mort de ces cellules anormalement différenciées dans le cervelet

en développement.
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I. ROLE DE RORO DANS LA SURVIE NEURONALE

sg/sg /+

La perte de fonction de la protéine RORo chez les mutants Rora et Rora"

entraine chez la souris la perte de la quasi-totalité des cellules de Purkinje pendant le

développement post-natal du cervelet, alors que les hétérozygotes Rora "¢

présentent une
perte des cellules de Purkinje accrue au cours du vieillissement. Ces données suggerent que
RORa pourrait exercer un rdle neuroprotecteur dans les cellules de Purkinje pendant le
développement, mais ¢galement pendant le vieillissement puisque la demi-dose de protéines

ROR« entraine une survie moindre des cellules de Purkinje au cours du vieillissement.

Afin de tester si RORa pouvait exercer un réle dans la survie neuronale, nous avons

étudié, en culture, la survie de neurones qui surexpriment RORa.

Afin de réaliser la surexpression de RORa, nous disposions d'une séquence d'ADN
complémentaire (ADNCc) codant pour 1'isoforme RORol humaine (recue du Dr Bart Staels,
URS545 INSERM, Institut Pasteur de Lille). Les neurones sont des cellules difficiles a
transfecter. Alors que l'efficacité de la surexpression d'un transgene par transfection transitoire
d'un plasmide s'est révélée faible dans les neurones corticaux, elle s'est révélée quasi-nulle
dans les cellules de Purkinje. J'ai donc choisi de construire un vecteur lentiviral recombinant
pour réaliser une surexpression efficace de RORa (Lenti-hRORa1). Cette technique s'est
révélée tres efficace: dans nos conditions expérimentales, la totalité des neurones corticaux en
culture, ainsi que la grande majorité des cellules de Purkinje dans des cultures organotypiques

de cervelet sont transduites par le vecteur lentiviral.

Dans une premiere étude, nous avons étudi€¢ la survie de neurones corticaux
surexprimant RORa en culture primaire. Les résultats de cette étude sont décrits dans une
premicre partie et font I'objet de I'article I (voir §1.1). Dans une seconde étude, alors que nous
avions développé un outil permettant de surexprimer RORo dans des cellules de Purkinje,
nous avons analysé leur survie dans un mode¢le d'apoptose développementale de ces cellules

en culture (Dusart et al., 1997; Ghoumari et al., 2000). Cette étude est décrite dans le §1.2.
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.1. La surexpression de RORo protége les neurones corticaux

d'une apoptose induite par un stress oxydatif

Article I: HRORo1 overexpression protects neurons against

oxidative stress-induced apoptosis.

Fatiha Boukhtouche, Guilan Vodjdani, Christopher 1. Jarvis, Joelle Bakouche, Bart
Staels, Jacques Mallet, Jean Mariani, Yolande Lemaigre-Dubreuil & Bernard Brugg.

Journal of Neurochemistry, sous presse, 2006.

Afin de tester si RORa pouvait exercer un réle dans la survie neuronale, nous avons
étudié, en culture, la survie de neurones corticaux qui surexpriment RORao. Nous avons choisi
d'¢tudier ce rdle dans des neurones corticaux en culture primaire car ce modele nous
permettait d'accéder a une population relativement pure de neurones, et qui permettait de faire
aisément des analyses globales sur les neurones (RT-PCR, cytométrie de flux, etc...). En
effet, les méthodes de cultures de cellules cérébelleuses ne permettent pas d'obtenir de culture
pure de cellules de Purkinje. De plus, en culture primaire ou in vivo, les neurones corticaux
expriment RORa de fagcon endogéne, suggérant qu'ils disposent de la machinerie cellulaire
capable d'interagir avec RORa. La survie de ces neurones - surexprimant ou non RORa - a
¢été évaluée en réponse a des traitements pro-apoptotiques, tels que le c,-céramide (second
messager intervenant dans l'apoptose neuronale), I'eau oxygénée (un puissant producteur de
radicaux libres OH") ou le peptide AB(25-35) (peptide mimant la toxicité des peptides
amyloides A dans la maladie d'Alzheimer).

L'évaluation de la survie des neurones montre que la surexpression de RORa exerce

un role neuroprotecteur dans les neurones corticaux en culture.

L'induction de la mort par les agents pro-apoptotiques utilisés dans cette étude
semble étre en partie liée a une production accrue de radicaux libres. Afin de déterminer si

ROR« proteége les neurones en diminuant le stress oxydatif causé par ces inducteurs pro-
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apoptotiques, nous avons évalué¢ la production de radicaux libres ainsi que l'expression

d'enzymes impliqués dans le métabolisme des radicaux libres.

Par quantification de l'intensit¢é moyenne de fluorescence émise par une sonde
spécifique en cytométrie de flux, nous montrons que la quantité de radicaux libres détectée est
diminuée dans les neurones qui surexpriment RORo. De plus, nous montrons par PCR en
temps réel que l'expression de deux enzymes impliqués dans la clairance des radicaux libres
(Glutathion peroxydase 1 et peroxiredoxine 6) est augmentée dans les neurones surexprimant
RORo. L'augmentation de l'expression de ces deux enzymes semble partiellement médier
l'effet neuroprotecteur de RORa puisque la neuroprotection est diminuée de facon
significative lorsque l'expression de I'un ou l'autre des enzymes (ou des deux simultanément)

est diminuée par la technique de si-RNA.

Les neurones corticaux surexprimant hRORol survivent donc mieux a un stress
induit par un traitement conduisant a une production accrue de radicaux libres. Cette
neuroprotection semble étre liée a une diminution de la production de radicaux libres, ou a

une augmentation de la clairance des radicaux libres.

Ces résultats montrent que RORa est impliqué dans 1'homéostasie redox des
neurones et suggerent que in vivo, RORo peut exercer une fonction similaire. Ainsi
'expression de RORa pourrait permettre une meilleure protection cellulaire contre le stress

oxydatif.
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Human retinoic acid receptor-related orphan receptor al
overexpression protects neurones against oxidative stress-induced

apoptosis
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Abstract

Retinoic acid receptor-related orphan receptor oo (RORa) is a
transcription factor belonging to the superfamily of nuclear
receptors. Disruption of the Rora gene in the mouse results in
a defect in the development of Purkinje cells leading to a
cerebellar atrophy, which suggests a neuroprotective role for
RORua. To test this hypothesis, the survival rate of lentiviral-
mediated human RORa1-overexpressing neurones has been
evaluated in response to different stressors disturbing the
redox homeostasis, such as B-amyloid peptide, co-ceramide
and H,O,. We show that overexpression of human RORa1
provides neuroprotection by increasing the expression of the

antioxidant proteins glutathione peroxidase 1 and peroxire-
doxin 6, leading to a reduction in the accumulation of stress-
induced reactive oxygen species. We further demonstrate that
the neuroprotective effect of RORua is predominantly mediated
by glutathione peroxidase 1 and peroxiredoxin 6. These
results suggest a new role for RORa in the control of the
neuronal oxidative stress and thus represents a new tran-
scription factor of interest in the regulation of reactive oxygen
species-induced neurodegenerative processes during ageing.
Keywords: apoptosis, lentivirus, neuroprotection, oxidative
stress, retinoic acid receptor-related orphan receptor o.

J. Neurochem. 96, 1778-1789.

There is accumulating evidence that a proper balance between
oxidants and antioxidants is of systemic importance for health
and longevity. Homeostasis of redox status is normally
maintained by intracellular regulatory molecules and enzymes
such as glutathione, thioredoxin, catalase, superoxide dismu-
tase and peroxidases. Exposure to oxidants can lead to
oxidative stress wherein the antioxidant status of the cell is
thrown out of balance and may lead to a variety of symptoms
including apoptosis. How the expression of these enzymes,
implicated in homeostasis of redox status, is regulated and
which factors are involved is still poorly understood.
Retinoic acid receptor-related orphan receptor oo (RORa) is
a member of the superfamily of the nuclear receptors
(Giguere 1999). Initially described as an orphan receptor,
RORa had long been considered a constitutive activator of
transcription in the absence of exogenous ligand (Atkins
et al. 1999; Harris et al. 2002). Recently, however, choles-
terol and 7-dehydrocholesterol were shown to be natural
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ligands of the transcription factor RORa (Kallen ez al. 2002;
Bitsch et al. 2003).

Mutant mice lacking functional RORa protein (Hamilton
et al. 1996; Steinmayr ef al. 1998) develop a severe
cerebellar ataxia due to a massive cerebellar neurodegene-
ration (Sidman et al. 1962). Loss of function of the RORa
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protein causes a cell-autonomous developmental defect in the
Purkinje cells (Herrup 1983) leading to the absence of
approximately 80% of these neurones by 2 months of age
and a severe cerebellar atrophy (Doulazmi et al. 2001). A
slow and progressive loss of Purkinje cells and an atrophy of
the dendrites in the surviving cells, as well as an important
loss of granule cells and olivary neurones (Zanjani et al.
1992; Doulazmi et al. 1999; Hadj-Sahraoui et al. 2001),
develop with age in the cerebellum of heterozygous
staggerer mice (Rora*®’"). The staggerer mutant mouse also
has a variety of other age-related phenotypes including
muscular atrophy, immunodeficiencies, osteoporosis and
atherosclerosis (for review, see Boukhtouche et al. 2004
and Jarvis et al. 2002), suggesting a protective role for
RORuo against ageing processes in general.

Although the molecular mechanisms underlying the cere-
bellar staggerer phenotype are not yet understood, the
massive and the progressive neurodegeneration observed,
respectively, in homozygous mutants (Rora*®*¢) and in
heterozygous staggerer animals (Rora*®") suggest a neuro-
protective role for RORa.

The neuronal loss occurring in Alzheimer’s disease has
been associated with accumulation and aggregation of
B-amyloid peptide (AB) (Forloni 1993). Subsequently, AB
and a synthetic peptide homologous to residues 25-35
(AB25-35) have been shown to induce apoptosis in neurones
(Forloni et al. 1993; Loo et al. 1993). Ceramide is a second
messenger generated by sphingomyelinase-dependent hydro-
lysis of sphingomyelin in response to a number of agents,
including tumour necrosis factor o and Fas ligand (Hannun
1996). Several studies link the pro-apoptotic effect of both
cy-ceramide and AB(25-35) to the production of H,O, and
the accumulation of reactive oxygen species (ROS) (Behl
1994; Quillet-Mary et al. 1997) and subsequent
activation of the c-Jun N-terminal Kinase/Stress Activated
Protein Kinase (JNK/SAPK) pathway (Verheij et al. 1996;
Morishima et al. 2001).

To determine whether RORa has a role in neuronal death,
we have overexpressed the human RORal (hRORal)
isoform in neurones by transient transfection of a plasmid
encoding hRORal (pSG5-hRORal) or by infecting cultures
with a lentiviral-derived vector encoding hRORal (Lenti-
hRORal). Lentiviral gene transfer has proven a powerful
method to transduce our neurones in culture with great
efficiency (almost 100%). hRORa1-overexpressing neurones
were then exposed to three different apoptotic stimuli, AP,
c,-ceramide and H,O,, and their survival rate was assessed.
Herein we demonstrate that overexpression of hRORal
protects cortical neurones from apoptosis; survival after
exposure to apoptotic stimuli is significantly increased for
neurones overexpressing hRORal.

Neuroprotection created by the overexpression of
hRORal suggests a new role for RORa in the control of
neuronal survival by the reduction of ROS content.

et al.
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Materials and methods

Materials

cp-ceramide (N-acetylsphingosine, Biomol Research Laboratory
Weil am Rhein, Germany) was prepared as a 25 mm stock in
ethanol, and AB(25-35) (Bachem, TEBU-BIO SA, Switzerland) and
H,0, (Prolabo, St-Germain Laprade, France) were both prepared as
a 1 mm stock in sterile double-distilled water and incubated in the
culture media as described. 5-(and -6) chloromethyl-2"7’-dichloro-
hydromethylfluorescein diacetate, acetyl-ester (CM-H,DCFDA)
(Molecular Probes, Eugene, OR, USA) was diluted as a 1 mm
stock in dimethylsulphoxide, 7-amino actinomycin D (Sigma, St
Louis, MO, USA) was prepared at 1 g/L in sterile double-distilled
water, and Hoechst 33342 was purchased from Sigma.

DNA constructs

Lentivirus

The backbone of the lentiviral construct (pFlap) carries the DNA
flap sequence (Zennou et al. 2001) and is deleted for the HIV-1
enhancer and promoter sequences in the U3 region of the 3’ Long
Terminal Repeat (LTR) (Sirven ez al. 2001). The 1.6-kb hRORa1
cDNA fragment was inserted into the pFlapAU3.PGK-WPRE
transfer vector, placed under the control of the phosphoglycerate
kinase promoter and followed by a 600-bp post-translational
regulatory element WPRE (Zufferey et al. 1999).

Plasmids
The hRORal ¢cDNA fragment was inserted into the pSGS vector
(Strategene, La Jolla, CA, USA), under the control of the SV40
promoter.

Primary cultures of mouse cortex, infection and transient
transfection

Primary cortical neurones were isolated from neocortices of embry-
onic day 14 mice as described previously (Willaime et al. 2001).

Infection

Cells (1.4 x 10°) were infected immediately after cortical dissoci-
ation for 1 h at 37°C with the volume of viral stock (Lenti-hRORa1
and Lenti-GFP) corresponding to 3.4 x 10° transducing units.

Plasmid transfection

Transfection was performed at 4 days in vitro with LipofectAMINE
2000% (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) as recommended by the
manufacturer’s protocol, with 1 pg of plasmid encoding DsRed2 in
the presence of 5 pg of either the plasmid pSG5-hRORal or the
control plasmid pSGS5. Transfection efficiency was over 5%.

Small interfering RNA preparation and transfections

Small interfering RNAs (si-RNAs) corresponding to Gpx/ or Prx6
genes were designed as recommended (Elbashir ef al. 2001;
Krichevsky and Kosik 2002) and annealed for duplex si-RNA
by Eurogentec (Angers, France). The following gene-specific
sequences were used: Si-Gpx1-1, sense 5-GCAGUCUGGCAA-
CUCCUAATT-3" and antisense 5° UUAGGAGUUGCCAGA-
CUGCTT-3"; si-Gpx1-2, sense 5-CCAGGAGAAUGGCAA-
GAAUTT-3’ and antisense 5’-AUUCUUGCCAUUCUCCUGGTT-
3’; Si-Prx6-1, sense 5’AGAGGAAUGUUAAGUUGAUTT-3" and
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antisense 5'-AUCAACUUAACAUUCCUCUTT-3’; and si-Prx6-2,
sense 5-GGAAGCCAAACAAUGUUUCTT-3’ and antisense 5’-
GAAACAUUGUUUGGCUUCCTT-3'. Transfections with si-RNA
(50 nm) were performed using Lipofectamine 2000.

Recombinant lentiviral production, titrations and transduction
efficiency
Stocks of lentiviral vector were prepared by transient cotransfec-
tion of HEK 293T cells with the p8.91 encapsidation plasmid
(AVprAVifAVpuANef) (Zufferey et al. 1997), pHCMV-G and the
recombinant gene transferring vector, as described previously
(Zennou et al. 2000). Briefly, the supernatants were treated with
DNasel (Roche Diagnostic, Meylan, France) prior to ultracentrif-
ugation and then resuspended in phosphate-buffered saline,
aliquotted and stored at —80°C until use. The amount of p24
capsid protein was determined by the HIV-1 p24 ELISA antigen
assay (Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA). Virus from
different virus stock productions averaged 150 ng/uL of p24.
The titration of each vector stock was determined by infecting
cells with increasing amounts of each lentiviral suspension. Cells
were then directly plated in culture dishes as described above.
Transducing units were calculated after 4 days in culture using the
transducing units = fCyV formula, where fis the frequency of Green
Fluorescent Protein (GFP) or RORa-positive cells (see RORa-
immunolabelling procedures below), Cj is the total number of target
cells and Vis the volume of the viral stock used. Titers from different
virus productions averaged 1.7 x 10° transducing units/mL.

Immunocytochemistry

Cells were directly fixed using 4% paraformaldehyde (Sigma) and
incubated with primary antibodies (anti-hRORal, 1/500, sc-6062,
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA and/or anti-
Microtubule Associated Protein 2 (MAP2), 1/500, clone HM-2,
Sigma), followed by either FITC- or Cy3-conjugated secondary
antibodies (Jackson Immunoresearch, Interchim, Montlugon, France).

Quantitative and non-quantitative RT-PCR
Total RNA from neurones was prepared according to the manufac-
turer’s instructions using the RNeasy kit (Qiagen, Valencia, CA,

USA) and cDNAs were synthesized from 1 pg of RNA (Promega,
Madison, WI, USA) and AMV reverse transcriptase, as per
manufacturer’s instructions.

Non-quantitative PCR

The resulting cDNAs were used as templates in a solution
containing Qiagen PCR Buffer 1X, 0.2 um of each primer (Table 1),
0.2 pm ANTP and 1.5 units Tag DNA Polymerase (PCR Core Kit,
Qiagen). The reaction was performed over 30 cycles as follows:
94°C for 45 s; 59°C for mouse RORal or 60°C for hRORal and
Hypoxanthyl Phosphorybosyl Transferase (HPRT) for 1 min; 72°C
for 2 min followed by 7 min at 72°C.

Real time PCR

RT-PCR was performed using the qPCR core kit for SYBR Green I-
No ROX (Eurogentec). Reactions were performed in a 25 pL total
volume containing SYBR Green PCR core reagents with 8 ng of the
first-strand cDNA and 300 nm of primers (see Table 1). Amplifica-
tion was performed on an iCycler (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
CA, USA) according to the manufacturer’s instructions and cycle
parameters were: 50°C (2 min) and 95°C (10 min), followed by 40
cycles of 95°C (15 s), 60°C (30 s) and 72°C (30 s). For expression
quantification, a comparative Cr method was used (Aarskog and
Vedeler 2000; Pfaffl 2001). The ACr value was obtained by
subtracting the Cr value of the 78S (reference) from the Ct value of
the gene of interest where, in each case, the mean value of three
reactions was used. For each gene, the fold change was calculated
according to the formula 242D " where AACT was the difference
between the ACt in Lenti-hRORa1-infected cultures and the ACt in
Lenti-GFP-infected cultures as a calibrator value. To distinguish
specific amplicons from non-specific amplifications, a dissociation
curve was generated for each transcript. Quantification was
performed on three independent experiments.

p-amyloid peptide (25-35), c,-ceramide and H,O, treatment

Cortical neurones were treated with AB(25-35) (60 um),
cy-ceramide (40 pm) or H,O, (100 pm) for 24 h, as described
previously (Brugg et al. 1996). The specificity of c,-ceramide was
evaluated by comparing its effects with those of the c,-dihydro-

Table 1 Primer sequences used in PCR

Gene/Symbol Gene name Primers
mRORu mouse RORal F, 5-AGGCAGAGCTATGCGAGC-3’
R, 5-TCAAACAGTTCTTCTGACGAGG-3’
hRORx 1 human RORal F, 5-AAACATGGAGTCAGCTCCG-3
R, 5-CATACAAGCTGTCTCTCTGC-3’
HPRT HPRT F, 5-CCTGCTGGATTACATTAAAGCACTG-3’
R, 5-GTCAAGGGCATATCCAACAACAAAC-3
Sod1 Superoxide F, 5-TGGGTTCCACGTCCATCAGT A-3
dismutase 1 R, 5-ACCGTCCTTTCCAGCAGTCA-3’
Gpx1 Glutathione F, 5-GGGACTACACCGAGATGAACGA-3’
peroxidase 1 R, 5’-ACCATTCACTTCGCACTTCTCA-3
Cat Catalase F, 5-GCGTCCAGTGCGCTGTAGA-3’
R, 5-TCAGGGTGGACGTCAGTGAA-3’
Prx6 Peroxiredoxin VI F, 5-TTGATGATAAGGGCAGGGAC-3
R, 5-CTACCATCACGCTCTCTCCC-3
18s 18s rRNA F, 5-GGGAGCCTGAGAAACGGC-3’

R, 5-GGGTCGGAGTGGGTAATTT-3’

© 2006 The Authors
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ceramide analogue (Biomol Research Laboratory), unable to
activate the sphingomyelin pathway in lymphocytes (Obeid et al.
1993) and neurones (Brugg et al. 1996). Specificity of AB(25-35)
has been evaluated with a scrambled peptide in several studies
(Korotzer et al. 1993; Loo et al. 1993; Giovannelli et al. 1995;
Meda et al. 1996; Dore et al. 1997).

Cell viability

The survival rate in transduced neurones was assessed by flow
cytometry analyses of 7-amino actinomycin D (Sigma) labelling of
apoptotic neurones, as previously described (Lecoeur et al. 2002,
2004). 7-Amino actinomycin D emission was detected in the FL-3
channel (A > 650 nm, PMT voltage = 333). Neuritic debris was
discarded from the analysis as described for cells grown in
suspension (Lecoeur et al. 1997, 2004).

The survival rate in transfected neurones was assessed by
counting the percentage of living neurones after visual assessment of
chromatin Hoechst staining among the transfected neuronal popu-
lation and analysed using IMAGE-PRO PLUS, as previously described
(Willaime-Morawek et al. 2003). Immunofluorescence images were
captured at 400x magnification using a Qimaging Retiga 1300
camera VayTek, Fairfield, IA, USA. Images of 20 independent fields
per experiment (n = 3 for each treatment) were taken, correspond-
ing to approximately 200 transfected neurones for the controls.

Measurement of reactive oxygen species

In transfection-mediated hRORol overexpression experiments,
neurones were cotransfected with pDsRed2 and either pSGS5
or pSGS5-hRORal, loaded at 7 days invitro with 15 pm
CM-H,DCFDA (ROS probe) for 30 min at 37°C, washed twice
and then treated to induce apoptosis as described. Analyses were
performed after 1 h for H,O,, 4 h for AP(25-35) or 6 h for
cp-ceramide treatment. These times correspond to the peak of
ROS probe green fluorescence for each treatment (data not shown).
Images from fluorescence were captured on living cells taking parallel
images with DsRed2 fluorescence, from 20 independent fields,
corresponding to approximately 200 DsRed2-positive neurones, for
each experiment (n = 4 for each treatment). The percentage of
double-positive red and green fluorescent neurones was calculated
after analysis with IMAGE-PRO PLUS 4.1 software.

In lentiviral transduction-mediated hRORal overexpression
experiments, ROS probe green fluorescence emission of CM-
H,DCFDA-loaded neurones was analysed by flow cytometry
analyses. Green fluorescence was detected in the FL-1 channel
and the mean fluorescence intensity in the population was
determined for each sample. Neuritic debris was discarded from
the analyses as described in the cell viability section.

Fluorescence analyses

Fluorescence microscopy was performed with an inverted micro-
scope (Nikon Eclipse TE 300, Champigny sur Marne, France).
Immunofluorescence images were captured at 400x magnification
using a Qimaging Retiga 1300 camera and analysed using IMAGE-
PrRO PLUS 4.1 software (Media Cybernetics, Silver Spring, MD,
USA). Flow cytometry analyses were performed on a FACSCalibur
cytometer (Becton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA), equipped
with a single 488-nm argon laser. For each sample, 100 000 events
were recorded in list mode and registered on logarithmic scales.
Analysis was performed with the winwvbr 2.8 software.

© 2006 The Authors
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Results

Neuronal human retinoic acid receptor-related orphan
receptor al overexpression

In order to overexpress RORa in cortical neurones, two
different methods of gene transfer were used: (i) cell
transduction by infection with a recombinant non-replica-
tive lentiviral-derived vector encoding either hRORal
(Lenti-hRORal) or GFP (control, Lenti-GFP) under the
control of the phosphoglycerate kinase promoter and (ii)
transient cell transfection with a plasmid encoding hRORa 1
under the control of SV40 promoter. In transfection
experiments, primary cortical neurones were cotransfected
after 4 days in culture with pDsRed2 (red fluorescent
protein) and either pSG5 (control neurones) or pSGS5-
hRORal. Specific primers for endogenous mouse RORal
isoform and exogenous hRORal were used to perform
RT-PCR on control and pSG5-hRORa 1 -transfected cultures.
Both cultures were found to express the endogenous mouse
RORal isoform (Fig. 1a). This is the first demonstration

mRORa1

s s wse hROROI

e wew wew wss HPRT

(d)
®

Fig. 1 Retinoic acid receptor-related orphan receptor o (RORa)
overexpression in cultured cortical neurones. Neurones at 4 days
in vitro (DIV) were cotransfected with pSG5-hRORa1 and pDsRed? (a,
¢ and d) or neurones were infected before plating at 0 DIV with Lenti-
hRORua1 (e), as per experimental procedures. (a) Specific murine
RORa1 (mRORal), human RORal1 (hRORal1) and Hypoxanthyl
Phosphorybosyl Transferase (HPRT) RT-PCR products are visualized
following electrophoresis in the presence of ethidium bromide after 1
(5 DIV), 2 (6 DIV) and 3 (7 DIV) days post-transfection. The HPRT
housekeeping gene was used as a positive control of the RT-PCR
reaction. (b) Control neurones (neither transfected nor infected) visu-
alized with dendritic-specific MAP2 immunolabelling (green) lacking
RORu labelling. (c) Transfected neurones express both DsRed2 (red)
and RORa (green) proteins which produce a yellow colour when
merged (arrow). (d) Enlargement of the cell indicated in (c). (e) Lenti-
hRORua1-infected neurones with RORa (red) and Microtubule Asso-
ciated Protein 2 (MAP2) (green) double immunolabelling. Scale bar,
20 um.
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that embryonic cortical neurones endogenously express
Rora. As expected, 24 h after transfection, exogenous
expression of hRORal isoform was detected only in the
pSG5-hRORa1-transfected cultures and not in those trans-
fected with pSG5 (Fig. 1a).

Retinoic acid receptor-related orphan receptor o in situ
immunofluorescent labelling was assessed with a polyclonal
antibody raised against a fragment in the C-terminal of the
RORa protein; the antibody should thus recognize all
isoforms of both human and mouse RORa. However, in
the control neurones (Fig. 1b), the absence of labelling was
probably due to the low level of endogenous Rora expres-
sion. Therefore, the identification of exogenous hRORal-
expressing neurones in cultures cotransfected by pDsRed?2
and pSG5-hRORal was greatly facilitated. Using the RORa
antibody, specific labelling was confined to the nucleus
(Figs 1c—e). Consistent with the method of transfection
(pSGS5 or pSG5-hRORal were cotransfected with pDsRed2
at a 5:1 w/w ratio), approximately 90% of pDsRed2-
expressing neurones were positive for RORo immunolabel-
ling (data not shown). Thus, in cultures cotransfected with
pSG5-hRORal and pDsRed2, neurones expressing DsRed2
were likewise considered to be expressing hRORal. In
infected cultures, RORa immunolabelling revealed that most
of the neurones in culture were positive for RORa (Fig. le;
as well as GFP expression for Lenti-GFP-infected neurones,
data not shown). The transduction efficiency by our lentiviral
vectors was determined and reached 96%.

Human retinoic acid receptor-related orphan receptor
al overexpression provides neuroprotection against
B-amyloid peptide (25-35)-, c,-ceramide- and
H,0;-induced apoptosis

The cerebellar phenotype of RORa loss-of-function mutation
mice suggests that RORa may play a neuroprotective role. In
order to test this hypothesis, we measured the survival rate of
hRORual-overexpressing neurones exposed to pro-apoptotic
stimuli. At5 days after lentiviral infection with Lenti-hROR a1
or Lenti-GFP for the controls, neurones were exposed to
AB(25-35) (60 pm), cy-ceramide (40 pum) or H,O, (100 um)
for24 h. In the control neurones after pro-apoptotic treatments,
chromatin condensation, nuclear fragmentation and caspase 3
activation were observed (data not shown). Although apopto-
sis was induced in all conditions [illustrated in Figs 2a—d for
AB(25-35) treatment], comparing the hRORa1-overexpress-
ing (Figs 2b and d) versus control (Figs 2a—c) neurones
demonstrated that the survival rate was increased for those
neurones expressing hRORal. Apoptotic neurones were
quantified by flow cytometer analyses using 7-amino actino-
mycin D labelling (Fig. 2e). The survival rate significantly
increased up to 59, 44 and 56% after 24 h of AP(25-35),
cy-ceramide and H,O, treatment, respectively (Fig. 2e). Our
results reveal that neurones overexpressing hRORal were less
susceptible to a variety of apoptotic stimuli.

© 2006 The Authors

Decrease of reactive oxygen species content in human
retinoic acid receptor-related orphan receptor al-
overexpressing neurones
B-amyloid peptide (25-35), c,-ceramide and H,O, are
known to induce apoptosis in part by an increase in the
cellular ROS content, leading to an oxidative stress.
Indeed, a critical ROS production has been highlighted
in apoptosis induced by AB(25-35), c,-ceramide and H,O,
(Behl et al. 1994; Quillet-Mary et al. 1997). ROS accu-
mulation is deleterious for cellular functions due to protein
oxidation and lipid peroxidation. We have thus measured
the neuronal ROS production in our experimental condi-
tions, as observed by the green fluorescence emission in
living neurones loaded with the CM-H,DCFDA ROS
probe (Figs 3a and d). For optimal green fluorescence
emission, ROS probe fluorescence acquisition is preferen-
tially performed on living non-fixed cells. For bio-safety
reasons, lentiviral-infected neurones must be fixed in order
to inactivate HIV-derived lentiviral particles prior to any
analyses. Thus, ROS production was analysed in both
living neurones that overexpress hRORal by transient
transfection and in fixed Lenti-hRORal-transduced neu-
rones. We demonstrated that hRORal overexpression by
transient transfection leads to a neuroprotection in trans-
fected neurones. Counting the transfected living neurones
by Hoechst nuclear staining after pro-apoptotic treatment
showed an increased survival rate in pSG5-hRORal-
compared with pSGS5-transfected cultures to the same
extent as that observed with Lenti-hRORal- and Lenti-
GFP-infected neurones (Fig. 2f). This allowed us to use
this method to measure the ROS production in living
transfection-mediated hRORa1-overexpressing neurones.
After cotransfection of pDsRed2 with either pSGS
(Fig. 3b) or pSG5-hRORal (Fig. 3e), followed by
AB(25-35) (Figs 3¢ and f), c,-ceramide or H,O, treatment,
we measured the percentage of neurones that produced
ROS after 1, 4 or 6 h of treatment, respectively. We
observed a significant decrease of ROS-stained neurones
among the population of hRORal-overexpressing neurones
compared with the control by 43, 30 and 48% for pSG5-
hRORu 1-transfected neurones after AP(25-35), c,-cera-
mide and H,O, treatment, respectively (Fig. 3g). In
addition, we performed a ROS production analysis in
Lenti-hRORa1-transduced neurones by acquiring the ROS
probe fluorescence intensity by fluorescence-activated cell
sorting analyses on fixed neurones. This method allowed
us to quantify different intensities of green fluorescent
ROS-staining neurones; we observed a significant decrease
in the mean intensity of fluorescence in Lenti-hRORal
neurones compared with the control by 49, 31 and 50%
after AP(25-35), c,-ceramide and H,0, treatment, respect-
ively (Fig. 3h).

Overexpression of hRORal in neurones thus leads to a
decreased content of cellular ROS.
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Increased Gpx1 and Prx6 mRNA levels in
hRORa1-overexpressing neurones

Antioxidant enzymes such as superoxide dismutase (which
reduces O, to H,0,), catalase and peroxidases (which
reduce H,0O, to H,O) participate in cell protection against the
potentially damaging effects of ROS. Microarray analyses in
Drosophila have shown that Drosophila Harmone 3 (DHR3),
the Drosophila homologue of RORoa, up-regulates the
expression of a factor related to the mammalian antioxidant
protein-2 [also named peroxiredoxin (Prx) 6 or 1-Cys Prx]
(White et al. 1999), suggesting that the transcription factor
RORa could regulate the expression of antioxidant proteins.
To determine whether the decrease of ROS content in
hRORa1-overexpressing neurones is the consequence of an
increased antioxidant activity in neurones, we analysed, by
real time RT-PCR, the expression of the antioxidant enzymes
catalase, SODI1, glutathione peroxidase (Gpx) 1 and Prx6 in
lentiviral vector-transduced neuronal cultures. Our results
revealed a 2.5- and 2.7-fold increased expression of Gpx/
and Prx6, respectively, in Lenti-hRORal-infected cultures
compared with control, whereas expression of Cat and Sod]
remained unaltered in these cultures (Fig. 4).

Significance of Gpx1 and Prx6 expression in the
neuroprotective effect of retinoic acid receptor-related
orphan receptor o

In order to determine whether the increased expression of
Gpxl and Prx6 in hRORal-overexpressing neurones is

Fig. 2 Survival of cultured cortical neurones overexpressing human
retinoic acid receptor-related orphan receptor o1 (hRORa1) after
B-amyloid peptide (AB)(25-35), co-ceramide or H,O, treatment. (a—e)
Neurones were infected with Lenti-GFP (control) or Lenti-hRORa1 and
then exposed for 24 h to AB(25-35) (60 um), co-ceramide (40 pm) or
H>0, (100 um). Neurones were infected with either Lenti-GFP (a and
c) or Lenti-hRORa1 (b and d). Green Fluorescent Protein (GFP) is
detected by green fluorescence expression (white arrow) and retinoic
acid receptor-related orphan receptor o (RORa) expression is detec-
ted by green RORo immunolabelling (empty arrow). (a and b)
Untreated neurones and (c and d) neurones exposed to AB(25-35) for
24 h at 60 um. Whereas Hoechst 33342 (blue) stains chromatin of all
cells (both living and apoptotic), dying or dead neurones in which the
nuclear envelope becomes permeable may be stained red with
7-amino actinomycin D (7-AAD) (arrowheads). Scale bar, 20 pm. (e)
Survival rate is determined by flow cytometry using 7-AAD as specific
labelling of apoptotic neurones. The data presented are the mean
+SEM of three independent experiments (n = 3). (f) Neurones were
cotransfected with pDsRed2 and either pSG5 (control, [J) or pSG5-
hRORa1 (M) and then exposed for 24 h to the pro-apoptotic treat-
ments. Intact nuclei were identified by Hoechst staining of chromatin
and counted among the transfected neuronal population as visualized
by DsRed2 expression. The data presented are the mean + SEM of
three independent experiments (n = 3). Statistical significance of
survival between control neurones and hRORa1-overexpressing
neurones was determined by the 4 test where *p < 0.0001.
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responsible for the RORo-mediated neuroprotection
observed, we blocked both Gpx! and Prx6 expression in
knocking-down experiments by si-RNA transfection in
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Fig. 3 Reactive oxygen species (ROS) detection in cultured cortical
neurones overexpressing human retinoic acid receptor-related orphan
receptor a1 (NRORa1) after induction of apoptosis. (a—f) Neurones were
cotransfected with pDs-Red2 and either pSG5 (a—c) or pSG5-hRORa1
(d—f) and then loaded with the ROS probe 5-(and -6) chloromethyl-
2’ 7’-dichlorohydromethylfluorescein diacetate, acetyl-ester (CM-H,
DCFDA). Production of ROS was monitored by detection of ROS probe
green fluorescence (a and d) among the pDs-Red2-transfected neu-
rones (b and e). Increased ROS levels are observed after treatment with
B-amyloid peptide (AB)(25-35) (60 um) for4 h (a—f). (candf) Amerge for
the two markers. Transfected cells that produce ROS, as indicated by
arrowheads, were counted and data reported in (g). (g) Data are ex-
pressed as the variation of ROS production among hRORa1-overex-
pressing or control neurones after each of the treatments: AB(25-35)
(60 um), co-ceramide (40 pum) or HoO, (100 um) (mean =+SEM,
n = 3). (h) ROS-related DCFHDA green fluorescence in lentiviral-
mediated hRORa1-overexpressing neurones and control neurones.
Data are expressed as the difference of mean (A mean) fluorescence
intensity between untreated neurones and either Ap(25-35)-, co-cera-
mide- or H,O,-treated neurones. Statistical significance of ROS pro-
duction between control neurones and hRORo1-overexpressing
neurones was determined by a 52 test (*p < 0.001). Scale bar, 20 um.
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Fig. 4 mRNA levels of superoxide dismutase (SOD) 1, glutathione
peroxidase (Gpx) 1, catalase and peroxiredoxin (Prx) 6 in cortical
neurones overexpressing human retinoic acid receptor-related orphan
receptor a1 (hRORa1). Neurones were infected with Lenti-GFP
(control) or Lenti-hRORa1. Levels of mRNA were determined by real
time RT-PCR and standardized to 18s rRNA. The data presented are
shown as the mRNA fold change +SE from the level in control neu-
rones, obtained from three independent experiments (n = 3). Statis-
tical significance was determined by a Student’s t-test (*p < 0.05).

Lenti-hRORal-infected neurones. We have designed GpxI
mRNA-targeted si-RNAs (si-Gpx1) and Prx6 mRNA-tar-
geted si-RNAs (si-Prx6). Among the si-RNAs tested, we
chose both efficient (si-Gpx1-1 and si-Prx6-1) and inefficient
(as control) si-RNAs (si-Gpx1-2 and si-Prx6-2). Both
efficient si-Gpx1 and si-Prx6 used in these experiments led
to a significant specific decrease of the cellular expression of
the corresponding target gene, 75% for si-Gpx1 and 71% for
si-Prx6 in both Lenti-hRORal- and Lenti-GFP-infected
cultures (Figs 5a and b). By contrast, the inefficient si-RNAs
that we chose were unable to knock-down the expression of
both genes tested (Figs 5a and b). These inefficient si-Gpx1-
2 and si-Prx6-2 si-RNAs were used as controls for the
si-RNA experiments. We first tested the survival of neurones
with a decreased expression of Gpx/ and Prx6 and observed
a slight but significant decrease of the survival rate in the
absence of any apoptotic treatment in both si-Gpx1-1- and
si-Prx6-1-transfected cultures compared with, respectively,
si-Gpx1-2- and si-Prx6-2 control-transfected cultures
(Figs 5¢ and d), indicating a role for these proteins in
neuronal survival. When Gpx/ and Prx6 were knocked
down, hRORal lost its protective effect against apoptosis
(Figs 5c and d). The survival rate of hRORal-overexpress-
ing neurones was significantly decreased in si-Gpxl-1-
transfected cultures compared with the control si-Gpx1-2-
transfected cultures (Fig. 5¢). A similar decrease in survival
was observed in hRORal-overexpressing neurones trans-
fected by si-Prx6-1 compared with si-Prx6-2 controls
(Fig. 5d). The hRORal-mediated neuroprotection was
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Fig. 5 Human retinoic acid receptor-related orphan receptor o1
(hRORa1)-mediated neuroprotection after glutathione peroxidase
(Gpx) 1 and peroxiredoxin (Prx) 6 down-regulation with specific small
interfering RNA (si-RNA). (a and b) Neurones were transfected with
Gpx1 or Prx6 mRNA-targeted si-RNA and levels of Gpx1 (a) and Prx6
(b) MRNA were determined by real time RT-PCR and standardized to
18s rRNA. The data presented are shown as the mRNA fold change
+SE from the level in untransfected neurones, obtained from three
independent experiments (n = 3). Statistical significance from un-
transfected neurones was determined by a Student’s t-test (*p < 0.05).
(c and d) Neurones were infected with Lenti-GFP (control, [J) or Lenti-
hRORa1 (M). Survival rate is determined by flow cytometry using 7-
amino actinomycin D in neurones transfected with Gpx1 (c) or Prx6 (d)

decreased by 24, 31 and 20% in si-Gpxl1-1-transfected
cultures and 50, 51 and 41% in si-Prx6-1-transfected cultures
after c,-ceramide, AP(25-35) or H,0O, treatment, respect-
ively (Fig. Se). These results strongly implicate Gpx/ and
Prx6 at least in part in the neuroprotective effect of RORa.

Discussion

Oxidative stress plays a crucial role in a wide variety of
pathologies including stroke, ischaemia reperfusion injuries
and general cardiovascular traumas as well as in age-
associated neurodegenerative processes, physiological con-
ditions (normal ageing) or pathological conditions such as
Parkinson’s and Alzheimer’s disease. ROS are highly
reactive reduced metabolites of O, that are produced in
particular during electron transfer reactions in mitochondria.
Excessive ROS production by mitochondria has been shown
to cause damage to lipids, proteins and DNA (Freeman and
Crapo 1982; Thannickal and Fanburg 2000) and to activate
the JNK/c-Jun pathway, leading to the induction of apoptosis
(Verheij et al. 1996; Morishima et al. 2001). In accordance
with previous studies, we found that primary -cortical
neurones exposed to different apoptotic stimuli, such as
AB(25-35), c,-ceramide and H,0,, underwent apoptotic cell
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mRNA-targeted si-RNA and then exposed for 24 h to f-amyloid pep-
tide (AB)(25-35) (60 um), co-ceramide (40 pm) or HO, (100 pm). The
data presented are the mean + SEM of three independent experiments
(n = 3). Statistical significance was determined by a Student’s t-test
(p < 0.0001). *Statistical significance relative to control (si-Gpx1-2 or
si-Prx6-2) Lenti-hRORua 1, respectively. (e) The data presented are the
mean + SEM of the percentage of hRORa1-mediated neuroprotection
observed in neurones; protection due to hRORa/1 in respective control
(transfected with the inefficient si-Gpx1-2 or si-Prx6-2 si-RNAs) is
considered as 100%. Statistical significance of protection was deter-
mined by a »2 test (*p < 0.05). *Statistical significance relative to
controls.

death, characterized by an early production of ROS, neurite
fragmentation and retraction, caspase 3 activation, chromatin
condensation and fragmentation (Loo ef al. 1993; Behl et al.
1994; Whittemore et al. 1994; Brugg et al. 1996; Quillet-
Mary et al. 1997). Several in vitro studies revealed that
mitochondrial ROS production is an early and crucial step in
the apoptogenic signalling cascade that may be blocked by
ROS scavengers (Annunziato et al. 2003).

Our study demonstrates for the first time that overexpres-
sion of the gene encoding the nuclear receptor RORa in
cortical neurones decreases this early ROS production, and
that these neurones are less sensitive to apoptotic stimuli as
compared with the controls. The decrease in ROS production
and the subsequent neuroprotection observed are specific to
the overexpression of the hRORal isoform; overexpression
of the isoform hRORa4, an alternative splice variant with
the same DNA binding domain but a modified N-terminal
modulator domain, led neither to ROS decrease nor to
neuroprotection (data not shown). This result indicates that
the effects observed are not driven by the protein overex-
pression per se but actually result from the specific function
of the hRORal protein. Our experiments clearly demonstrate
that hRORal overexpression in cortical neurones reduces
ROS accumulation (Fig. 3) after both AP(25-35) and

Journal Compilation © 2006 International Society for Neurochemistry, J. Neurochem. (2006) 96, 1778-1789



1786 F. Boukhtouche et al.

c,-ceramide as well as after H,O, treatment. From our
results, we conclude that RORa exerts its antioxidant actions
through an increased expression of genes involved in the
clearance of ROS. One objective of this study was to identify
genes that are differentially expressed in hRORal-overex-
pressing neurones and are implicated in the regulation of
ROS. By a gene candidate approach, our analysis using real
time RT-PCR in hRORal-overexpressing cultures revealed
an increased expression of Gpx/ and Prx6, two important
enzymes in ROS clearance. The Gpx/ gene encodes the
enzyme predominantly responsible for peroxide detoxifica-
tion in mammalian cells, via its HO,-degrading capacity. Its
overexpression by viral vector infection has been shown to
protect from cell death induced by experimental stroke
in vivo (Hoehn et al. 2003). Furthermore, primary cortical
cultures overexpressing Gpx! were shown to be more
resistant to AP-induced neurotoxicity (Barkats et al. 2000).
Prxs are peroxidases that reduce H,O, to water via the use of
electrons provided by a physiological thiol like thioredoxin
(Rhee et al. 2005). Unlike the other members of the Prx
family, Prx6, also termed antioxidant protein-2 or 1-Cys Prx,
is a bifunctional enzyme with both Gpx and phospholipase
A, activities (Chen et al. 2000). Prx6 plays an important role
in cellular defence against oxidative stress; its overexpression
leads to an increased survival in fibroblasts (Dierick et al.
2003; Salmon et al. 2004) and in lung cell lines (Manevich
et al. 2002; Pak et al. 2002). By contrast, superoxide
dismutase 1 (or Cu/Zn superoxide dismutase), known to be
neuroprotective against ROS-related toxicity such as isch-
aemia (Sugawara et al. 2002), glutamate toxicity (Barkats
et al. 1996) or 6-hydroxydopamine toxicity (Barkats et al.
2002), does not seem to be up-regulated by overexpression
of hRORal in cultured cortical neurones. Our results thus
indicate that RORa overexpression leads to an increased
expression of a subset of genes implicated in ROS clearance.
We demonstrate that both Gpx1 and Prx6 proteins can
mediate neuroprotection. Down-regulation of Gpx! or Prx6
by si-RNA leads to a decrease of the neuroprotection brought
by the overexpression of hRORal. Nevertheless, hRORal
continues to induce some neuroprotection despite inhibition
of both Gpx1 and Prx6, thus indicating that other as yet
unknown proteins participate in this neuroprotection.
Retinoic acid receptor-related orphan receptor o has also
been implicated in many phenotypes other than cerebellar
atrophy, in particular in osteogenic (Meyer et al. 2000) and
myogenic (Lau et al. 1999) differentiation, in vascular biology
(for review, see Boukhtouche ef al. 2004) and in ageing
processes including chronic inflammatory diseases such as
susceptibility to osteoporosis (Meyer et al. 2000) and athero-
sclerosis (Mamontova et al. 1998). In staggerer, susceptibility
to atherosclerosis has been related at least partially to a
profound hypoalphalipoproteinaemia that is associated with
decreased plasma levels of high density lipoproteins (Vu-Dac
et al. 1997). Moreover, abnormalities in immuno-inflamma-
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tory responses have also been described in Rora*®*¢ mice
(Kopmels et al. 1992; Vernet-der Garabedian et al. 1998) and
RORa has been shown to be a negative regulator of the
inflammatory response (Delerive et al. 2001). As excessive
ROS production and inflammation have been implicated in the
pathogenesis of atherosclerosis (Kunsch and Medford 1999;
Ludewig ef al. 2002), an abnormal ROS regulation in the
staggerer mutant may thus contribute to the occurrence of such
chronic inflammatory pathologies.

Although the mechanisms underlying the staggerer cere-
bellar degeneration remain unclear, we may now hypothesize
that RORa’s control of cellular oxidative damage, such as
that induced by trophic deprivation (Satoh et al. 1996),
renders it essential for Purkinje cell survival. Microarray
analyses of staggerer developing cerebellum have recently
shown an overexpression of several genes implicated in
the calcium second messenger signalling and in calcium
buffering (Gold et al. 2003). A concomitant ROS-mediated
elevation of intracellular calcium has been associated with
the loss of intracellular calcium homeostasis and the
pathogenesis of many neurodegenerative diseases (France-
Lanord ef al. 1997; Annunziato et al. 2003; Rego and
Oliveira 2003). Heterozygous staggerer mutants, in which a
‘half-dose’ of functional RORa protein is translated, display
a precocious loss of Purkinje cells during ageing (Zanjani
et al. 1992; Doulazmi et al. 2002). This increased Purkinje
cell loss could be linked to the loss of the antioxidant actions
of RORa, whereas in wild type the activity of RORa might
temper oxidative stress thus leading to a relative neuropro-
tection during ageing compared with that observed in the
heterozygous staggerer mutant. This neuroprotection dis-
played by overexpression of RORa and the age-related
Purkinje cell loss observed in the staggerer heterozygote are
of particular interest in the study of neurodegenerative
diseases where ROS-induced neuronal death has been
implicated. The regulation of expression of the genes
encoding Gpx1 and Prx6 may explain how RORa regulates
ROS levels, although further experiments will be needed to
determine the exact mechanism by which RORa overex-
pression leads to an increased expression of these two genes.
The discovery that RORa has an antioxidant action provides
a novel insight into the physiological role of RORa and its
ability to reduce oxidative stress during neuronal insults. In
this way, RORo represents a new factor of interest in the
regulation of cell survival and, in general, ageing processes
throughout the organism.
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.2. La surexpression de RORo permet une meilleure survie des

cellules de Purkinje en culture organotypique

Nous avons montré dans l'article I qu'une surexpression de RORo pouvait exercer un
role neuroprotecteur dans des neurones corticaux en culture soumis a un stress oxydatif. Afin
de déterminer si RORo pouvait exercer un role neuroprotecteur dans les cellules de Purkinje,
nous avons ¢étudié la survie de cellules de Purkinje qui surexpriment l'isoforme humaine de

RORa1 en culture organotypique.

Afin de surexprimer RORo dans des cellules de Purkinje, nous avons utilisé le méme
vecteur lentiviral que celui utilisé dans les neurones corticaux, et nous avons infecté¢ des
cultures organotypiques de cervelet (le protocole est identique a celui décrit en détail dans la
section "experimental procedures" de l'article II, page 140 de ce manuscrit). Les cultures sont
obtenues en réalisant des tranches parasagittales de cervelet de souris a différents ages (age
embryonnaire E17, ou age postnatal 0 (P0), P3, P5). Afin de surexprimer RORa (ou GFP
pour les controles), les tranches de cervelet de 350um d'épaisseur sont mises en contact avec
le lentivirus juste apres 1'étalement des tranches sur les membranes de culture. Ce vecteur est
trés efficace pour surexprimer le transgéne hRORao1 dans les neurones corticaux (voir article
I); 1l s'est réveélé également tres efficace pour surexprimer un transgene dans les cellules de
Purkinje en culture organotypique: en effet, 80% des cellules de Purkinje en culture sont
transduites par le vecteur Lenti-hRORo1 ou Lenti-GFP pour les contrdles (voir figure 2 de

l'article II).

Les cultures organotypiques de cervelet permettent une bonne survie des cellules de
Purkinje en culture. Cependant, dans ces conditions, les cellules de Purkinje subissent une
apoptose massive lors d’une mise en culture entre P1 et PS5, P3 étant I'dge qui permet la moins
bonne survie (Dusart et al., 1997; Ghoumari et al., 2000). En revanche la mise en culture de
tranches de cervelet d'animaux plus jeunes ou plus agés entraine une apoptose beaucoup
moins importante. Cette apoptose massive entre P1 et PS5 pourrait ainsi étre le reflet d’une
apoptose développementale qui interviendrait de fagon naturelle in vivo (Dusart et al., 1997;

Ghoumari ef al., 2000).
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Dans ce modele, nous avons évalué et comparé la survie des cellules de Purkinje qui
surexpriment RORo (infectées par le Lenti-hRORol) ou qui expriment RORo de fagon
endogene (cultures controles, infectées par le Lenti-GFP). Pour quantifier la survie, j'ai
compté les cellules de Purkinje transduites (cellules de Purkinje GFP-positives ou
surexprimant RORo) issues de cultures réalisées a différents ages et qui survivent apres 7
jours en culture. Pour chaque expérience, la totalité des cellules de Purkinje de toutes les
tranches a été comptée. Cette quantification a été réalisée dans 3 expériences indépendantes.
La significativité statistique a été réalisée a l'aide d'un test 7 de Student, ou p<0,05 est
considéré comme significativement différent du contréle au méme age, et indiqué par une

¢toile dans le graphique.

Les résultats montrent que ROR o permet un meilleure survie des cellules de Purkinje
en culture organotypique a tous les ages: la survie des cellules de Purkinje est
significativement plus importante pour celles qui surexpriment RORa. Cependant, on peut
observer que la protection diminue de PO-7DIV a P5-7DIV, suggérant que l'effet

neuroprotecteur de RORo diminue entre PO et P5.

Ceci indique que RORo exerce un effet neuroprotecteur dans les cellules de
Purkinje, et pourrait donc protéger les cellules de Purkinje pendant le développement et le
vieillissement. Des études complémentaires sont nécessaires pour déterminer le mécanisme

par lequel ROR exerce cette neuroprotection.
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Lenti-GFP Lenti-hRORo1

.

P0-7DIV

Nombre de cellules de Purkinje transduites / tranche
(PC exprimant GFP ou surexprimant RORa)

1200 - *
1000 - [] Lenti-GFP
800 A [ Lenti-hRORal
600 - *
400 -
200 - * «

0 , , .——- i

E17-7DIV P0-7DIV P3-7DIV P5-7DIV

Figure 36: Survie des cellules de Purkinje surexprimant hRORol en culture
organotypique.

A-D:Tranches de cervelet a PO et gardées en culture pendant 7 jours en culture. Les cellules
de Purkinje sont révélées (en blanc) a l'aide d'un marquage immunofluorescent de la
calbindine. Les tranches sont infectées avec le Lenti-GFP (controles; A, B) ou le Lenti-
hRORal (C, D). E: Quantification de la survie des cellules de Purkinje surexprimant RORo a
différents ages, apreés 7 jours en culture. (*p<0.05; test # de Student).
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II. ROLE DE RORQ DANS LA DIFFERENCIATION

NEURONALE

Alors que les pertes neuronales sont les phénomenes les plus visibles dans le cervelet
des souris chez lesquelles le géne Rora est délété, les anomalies de différenciation des cellules
de Purkinje survivantes chez les mutants sont néanmoins importantes: chez l'adulte elles
présentent un grand nombre de caractéristiques embryonnaires. Bien que ces anomalies aient
été décrites depuis de trés nombreuses années, le role précis de RORa dans le processus de
différenciation des cellules de Purkinje n'était pas établi. La faible prolifération puis la
dégénérescence des cellules granulaires au moment ou les cellules de Purkinje développent
normalement leur arborisation dendritique entraine une atrophie du cervelet qui rend difficile
l'analyse de la progression de la différenciation de l'arbre dendritique in vivo. Le mode¢le de
culture organotypique présente de nombreux avantages, tout du moins pour des cultures
réalisées avant l'age de P7. D'une part, il permet de maintenir une certaine intégrité du tissu
cérébelleux (les connexions entre les cellules sont maintenues), ce qui permet un
développement des cellules en culture qui reproduit celui intervenant in vivo. D'autre part, il

permet de suivre individuellement la morphologie des cellules de Purkinje.

Afin d'établir le role de ROR« dans la différenciation des cellules de Purkinje, nous
avons ¢tudi¢ - dans un modele de culture organotypique de cervelet - la progression de la
différenciation de ces cellules de Purkinje chez lesquelles RORa est exprimé normalement
(sauvages, Rora™™"), ou absent (Rora*®*¢), ou encore surexprimé (transduites par le vecteur
lentiviral recombinant exprimant l'isoforme hRORa1). Ces résultats font 1'objet de I'article 11

(voir §II.1).

Par ailleurs, plusieurs études ont suggéré ou montré une interaction entre le récepteur
de I'hormone thyroidienne (TR) et RORa.. Afin de déterminer si une interaction existe entre
hormones thyroidiennes et RORo pendant la différenciation des cellules de Purkinje, nous
avons ¢étudi¢ les effets de 1'hormone thyroidienne T; sur le développement précoce des
cellules de Purkinje en culture organotypique. Ces résultats encore préliminaires sont décrits

dans un article en préparation (article I1I; voir §11.2).
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I.1. RORa controle les étapes précoces de la différenciation des

cellules de Purkinje

Article ll: ROR«a controls the early steps of Purkinje cell dendritic

differentiation.

Fatiha Boukhtouche, Sonja Janmaat, Guilan Vodjdani, Vanessa Gautheron, Jacques

Mallet, Isabelle Dusart & Jean Mariani.

Journal of Neuroscience, sous presse, 2000.

Afin d'analyser le role de RORo dans la différenciation neuronale, nous avons
étudié, en culture organotypique, la progression de la différenciation des cellules de Purkinje

sauvages, déficientes pour RORo ou surexprimant RORo.

Comme dé¢ja décrit dans la partie I des résultats, le vecteur lentiviral recombinant
Lenti-GFP ou Lenti-hROR«a1 que nous avons construit et utilisons dans cette étude permet

une transduction stable de la plupart des cellules de Purkinje en culture.

Nous avons tout d'abord analysé la différenciation des cellules de Purkinje dans notre
modele de culture organotypique. Les cellules de Purkinje se différencient en suivant le méme
processus que celui décrit in vivo chez le rat. Les cellules de Purkinje embryonnaires ont une
morphologie bipolaire (réminiscente de leur morphologie pendant leur migration); lors de leur
différenciation, la premicre €tape consiste en une régression de ces neurites avant la

croissance de l'arbre dendritique proprement dit.

Dans cette ¢tude, nous montrons que ROR« intervient de facon cruciale dans cette
étape de régression qui précede 1'élaboration de I'arbre dendritique. En effet, la surexpression
de ROR« dans des cellules de morphologie bipolaire entraine 1'accélération de la régression
des dendrites, alors que 1'absence de ROR« entraine un arrét du processus de différenciation a
cette étape: les cellules de Purkinje provenant de cervelet de souris Rora*®"® ne subissent pas
la régression normale des dendrites. La restauration de l'expression de RORo quant a elle

permet de restaurer le processus normal de différenciation.
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Purkinje

Nos résultats démontrent que l'action intrinséque de RORa est cruciale pour le
processus de différenciation précoce, et confortent I'hypotheése que les premicres étapes de
différenciation des cellules de Purkinje sont dépendants de mécanismes génétiques
intrinséques, contrairement au développement plus tardif de I'arborisation; cette derniére
semble nécessiter des facteurs extrinséques, tels que les facteurs trophiques ou l'activité
¢lectrique dépendante des connexions synaptiques €tablies avec les afférences des cellules de

Purkinje.
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Retinoid-Related Orphan Receptor o Controls the Early
Steps of Purkinje Cell Dendritic Differentiation

Fatiha Boukhtouche,' Sonja Janmaat,' Guilan Vodjdani,> Vanessa Gautheron,' Jacques Mallet,? Isabelle Dusart,' and
Jean Mariani!

"Université Pierre et Marie Curie—Paris6, Unité Mixte de Recherche (UMR) 7102-Neurobiologie des Processus Adaptatifs (NPA); Centre National de la
Recherche Scientifique (CNRS), UMR 7102-NPA, Paris, F-75005 France, and 2Université Pierre et Marie Curie—Paris6, UMR 7091-Génétique Moléculaire
dela Neurotransmission et des Processus Neurodégénératifs (LGN); CNRS, UMR 7091-LGN, Paris, F-75013 France

Dendritic differentiation involves both regressive and growth events. The mechanisms controlling the regressive events are poorly
understood. This study is aimed at determining the role of the nuclear receptor retinoid-related orphan receptor oo (ROR«) in
Purkinje cell (PC) dendritic differentiation in organotypic cultures. As observed in vivo, in these cultures, fusiform PCs with
embryonic bipolar shape undergo regression before the outgrowth of the ultimate dendritic tree. We show that lentiviral-mediated
hRORa1 overexpression in fusiform PCs leads to a cell-autonomous accelerated progression of dendritic differentiation. In
addition, ROR« is necessary for the PC regressive events: whereas staggerer RORa-deficient PCs remain in the embryonic fusiform
stage, replacement of hROR«1 restores normal dendritogenesis. These results demonstrate that ROR« expression in fusiform PCs
is crucial for the dendritic regression and progression of the following step of extension of dendritic processes. However, it does not
seem to participate to the last stage of dendritic growth. This study identifies ROR« as a nuclear receptor crucial for the control of

dendritic remodeling during development.

Key words: RORqy; Purkinje cells; dendritic regression; differentiation; lentiviral vector; organotypic culture

Introduction
Like most postmitotic neurons, cerebellar Purkinje cells (PCs)
have a bipolar shape during their migration. Once they reach
their terminal domains, these immature PCs follow a process of
dendritic regression, before extending apical dendrites from
which the ultimate and characteristic dendritic tree will arise.
Dendritic differentiation thus involves both regressive and
growth events (Ramoén y Cajal, 1911; Armengol and Sotelo,
1991). However, although numerous factors have been impli-
cated in the late phases of dendritic growth (Schilling et al., 1991;
Baptista et al., 1994; Mount et al., 1995; Hirai and Launey, 2000;
Metzger and Kapthammer, 2000; Heuer and Mason, 2003;
Swinny et al., 2004), to our knowledge, factors involved in the
early dendritic differentiation steps, in particular the regressive
phase, are unknown.

The retinoid-related orphan receptor o (RORa)-deficient
staggerer mutant mouse displays a cerebellar atrophy caused by
an early cell-intrinsic death of most of the PCs, along with sec-
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ondary degeneration of granule cells and inferior olivary neurons
(Sotelo and Changeux, 1974; Herrup, 1983; Zanjani et al., 1990;
Hamilton et al., 1996; Steinmayr et al., 1998). Interestingly, in the
few surviving PCs, the dendritic differentiation is impaired, be-
cause these remaining PCs have atrophic dendrites, lacking distal
spiny branchlets (Bradley and Berry, 1978; Sotelo, 1978, 1990).
PCs in primary mixed cerebellar cultures from homozygous stag-
gerer mutant mice do not progress beyond the early migratory
morphology (Shirley and Messer, 2004). Together with the den-
dritic atrophy, many other immature features remain, such as PC
polyinnervation by climbing fibers (Crepel et al., 1980a; Mariani
and Changeux, 1980). In addition, expression of many genes has
been shown to be altered, such as Pcp-2/L7 (Hamilton et al.,
1996), calmodulin (Messer et al., 1990), and sonic hedgehog (Gold
et al., 2003). From all of these studies, it was not possible to
conclude about the precise role of ROR« in the dendritic differ-
entiation process, most likely attributable to the difficulty in
studying the differentiation progression in vivo from the early
bipolar PCs in the atrophic and disorganized staggerer cerebel-
lum, in which most of the PCs undergo cell death. In the present
study, we aimed at determining the involvement of ROR« in the
progression of dendritic differentiation from the early bipolar
PCs, by using both staggerer RORa-deficient PCs and RORa-
overexpressing PCs in organotypic cultures.

To address this question, RORa-overexpressing PCs were ob-
tained by infecting mouse cerebellar organotypic cultures with a
lentiviral (Lenti)-derived vector encoding hRORa1. PCs in orga-
notypic cultures differentiate with the same sequence as that ob-
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served in vivo in the rat. Our results show that RORa controls
initial PC dendritic development, particularly the transition
phase from the fusiform cell to the PC stellate cell (the regressive
stage), and accelerates the following steps of dendritic development.
In contrast, ROR« does not seem to have a major role in the last
phase of PC dendritic growth. Thus, our study identifies for the first
time a factor implicated in the early steps of the PC dendritic differ-
entiation and most particularly in the regressive steps.

Materials and Methods

Recombinant lentiviral production, titrations, and

transduction efficiency

DNA constructs. The backbone of the lentiviral construct (pFlap) carries
the DNA flap sequence (Zennou et al., 2001) and is deleted for the human
immunodeficiency virus-1 (HIV-1) enhancer and promoter sequences
in the U3 region of the 3’ long-terminal repeat (Sirven et al., 2001). The
human 1.6 kb hRORal c¢DNA fragment was inserted into the
pFlapAU3.PGK-WPRE transfer vector and placed under the control of
the phosphoglycerate kinase (PGK) promoter, followed by a 600 bp post-
translational regulatory element WPRE (woodchuck posttranscriptional
regulatory element) (Zufferey et al., 1999).

Lentiviral production. Stocks of lentiviral vector were prepared by tran-
sient cotransfection of HEK293T cells with the p8.91 encapsidation plas-
mid (AVprAVifAVpuANef) (Zufferey et al., 1997), pHCMV-G, and the
recombinant gene transferring vector, as described previously (Zennou
et al,, 2000). Briefly, the supernatants were treated with DNasel (Roche
Products, Welwyn Garden City, UK) before ultracentrifugation and then
resuspended in PBS, aliquoted, and stored at —80°C until use. The
amount of p24 capsid protein was determined by the HIV-1 p24 ELISA
antigen assay (Beckman Coulter, Fullerton, CA). Virus from different
virus stock productions averaged 150 ng/ul p24.

The titration of each vector stock was determined by infecting
HEK293T cells derived from human embryonic kidney. HEK293T cells
were grown at 37°C in DMEM supplemented with 10% heat-inactivated
fetal calf serum (Invitrogen, Carlsbad, CA). Cells were plated in 24-well
plates, and viral contact was performed for 1 h in a minimal volume (100
ul) in the absence of serum with increasing amounts of each lentiviral
suspension, after which fresh complete medium was added. After a 48 or
72 h incubation period, cells were washed with PBS, detached with tryp-
sin, fixed in 4% paraformaldehyde, and analyzed. Titer of the virus pro-
duction was evaluated by calculating the transducing units (TU) after 48
and 72 hin culture using the TU = fC,V formula, where fis the frequency
of green fluorescent protein (GFP)- or RORa-positive cells (as described
for slices, see RORa-immunolabeling procedures below), C, is the total
number of target cells, and Vis the volume of the viral stock used. Titers
from different virus productions averaged 1.7 X 10° TU/ml.

Animals

Animal housing and all procedures were performed in accordance with
the guidelines of the French Ministry of Agriculture and the European
Community.

The staggerer Rora®® mutant mice were maintained on a C57BL/6]
genetic background in our colony. Rora*®¢ and their Rora™/* littermates
were obtained by intercrossing fertile heterozygous Rora™”® animals and
were genotyped by PCR. Genomic DNA was extracted from tail biopsy
and amplified in two reactions, one for each allele. The staggerer Rora*®
allele primers were as follows: 5'-CGTTTGGCAAACTCCACC-3' and 5'-
GATTGAAAGCTGACTCGTTCC-3'. The Rora™ allele primers were as
follows: 5-TCTCCCTTCTCAGTCCTGACA-3" and 5'-TATATTCCACC-
ACACGGCAA-3'. The amplified fragments (318 and 450 bp for Rora™
and Rora® alleles, respectively) were detected by electrophoresis on an
agarose gel.

Swiss mice were obtained from Janvier (Le Genest-St-Isle, France).

Slice cultures

Swiss mice at embryonic day 17 (E17), postnatal day 0 (P0), or P7 were
used. EO was the mating day, and PO was the day of birth. Organotypic
cultures of cerebellum were prepared as described previously (Ghoumari
et al., 2002). Briefly, after decapitation, brains were dissected out into
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cold Gey’s balanced salt solution (Sigma, St. Louis, MO) supplemented
with 5 mg/ml glucose, and the meninges were removed. Parasagittal
cerebellar slices (350 um thick) were cut on a Mcllwain tissue chopper
and transferred onto 30 mm Millipore membrane culture inserts with a
0.4 um pore size (Millicell CM; Millipore, Bedford, MA). The PCs were
then infected by adding directly onto the slices the volume of viral stock
(Lenti-hRORa!1 and Lenti-GFP) corresponding to 1.7 X 10° TU. Slices
were maintained in culture in six-well plates containing 1ml/well of me-
dium containing 50% basal medium with Earle’s salts (BME) (Invitro-
gen), 25% HBSS (Invitrogen), 25% horse serum (Invitrogen), 1 mm
L-glutamine, and 5 mg/ml glucose at 37°C in a humidified atmosphere
with 5% CO,. The medium was replaced every 2-3 d.

Mice obtained from Rora ™" intercrosses were also used in this study.
In these litters, Rora™’™, Rora™ ¢, and Rora*®’*¢ mice could be generated.
In RORa replacement experiments, slices of each cerebellum were di-
vided between two Millicells. For each animal, half of cerebellar slices
served as control and were infected with Lenti-GFP and the other half
with Lenti-hRORal to compare control (Lenti-GFP) versus RORa-
overexpressing PCs from the same animals. The genotype was deter-
mined a posteriori by PCR on tail biopsy, in blind studies.

Antibodies and staining procedures

Cerebellar slices were fixed in 4% paraformaldehyde in 0.12 M PBS, pH
7.4, for 1 h at room temperature. After washing in PBS, the slices were
incubated for 1 h in PBS containing 0.25% Triton X-100, 0.2% gelatin,
0.1% sodium azide (PBSGTA), and 0.1 m lysine. Then rabbit polyclonal
anti-28 kDa calbindin calcium-binding protein (CaBP) antibody (1:5000
dilution; Swant, Bellinzona, Switzerland) to visualize PCs and goat poly-
clonal anti-RORa1 (sc-6062; 1:4000 dilution; Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA) in PBSGTA were applied overnight. At this dilution, in
control slices, the intensity of ROR« labeling was always weak. Therefore,
in Lenti-hRORa1-infected slices, the higher intensity of ROR« labeling
in RORa-overexpressing PCs could be unambiguously distinguished
from the weak intensity of RORa« labeling attributable to of endogenous
expression. After 2 h incubation with cyanine 3-conjugated donkey anti-
rabbit (1:500 dilution; Jackson ImmunoResearch Europe, Soham, Cam-
bridgeshire, UK; Interchim, Montlugon, France) and FITC-conjugated
donkey anti-goat (1:2000 dilution; Jackson ImmunoResearch, West
Grove, PA), the slices were washed several times in PBS and mounted in
mowiol (Calbiochem, La Jolla, CA). The slices were analyzed with an
inverted microscope (Eclipse TE 300; Nikon, Tokyo, Japan). Immuno-
fluorescence images were captured at 400X magnification using a Qim-
aging Retiga 1300 camera (VayTek, Fairfield, IA) and analyzed using
Image-Pro Plus 4.1 software (Media Cybernetics, Silver Spring, MD).

Classification of PC differentiation stages

Classification of PCs was assessed after calbindin immunostaining
among the transduced PCs (identified by GFP and CaBP expression for
Lenti-GFP-infected slices or by the double ROR« and CaBP immunola-
beling for Lenti-hRORa1-infected slices). Images were taken from all
slices, corresponding to at least 100 PCs in each experiment. Quantifica-
tion was performed on three independent experiments.

With few adaptations, we classified PCs according to the different
stages described previously during postnatal rat development (Armengol
and Sotelo, 1991). Fusiform PCs with a bipolar shape, reminiscent of
embryonic migratory PCs, are defined as stage I (see Fig. 1 A). This stage
I corresponds to both “simple” and “complex” fusiform stages, observed
from E16 to P4 in vivo. Stage II comprised PCs with short processes all
around the soma (see Fig. 1B). This “stellate” stage includes both
“regressive-atrophic dendrites” and “stellate cell” stages described previ-
ously, from P2 to P6 in vivo. PCs with one to three perisomatic protru-
sions are defined as stage III (see Fig. 1C). They correspond to PCs at
approximately P5-P10 in vivo. Finally, PCs with one or more identified
dendritic trees (defined as primary dendrites giving rise to additional side
branches) are classified as stage IV. Interestingly, dendritic spine-like
structures are observed only on PCs in stages IIT and IV.
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Figure1. Classification of PC differentiation stages in organotypic cultures. CaBP-immunolabeled PCs from slices cultured at PO
and maintained in culture for 3 d (A),7d (B), 10d (C) or 14d (D). A, Fusiform PCs with a bipolar shape are defined as stage |. B, PCs
with regressive-atrophic dendrites all around the soma are defined as stage II. ¢, PC with one or more perisomatic protrusions is
defined as stage lll. D, PC with identified dendritic tree is classified in stage V. Scale bar, 20 m.
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Figure 2. Lentiviral-mediated transduction in organotypic cerebellar cultures. PO plus 7 DIV cultured cerebellar slices at low
(4X) magpnification (4-C) or at higher (20X) magnification (D—I) infected with Lenti-GFP (A—F) or with Lenti-hROR«1 (G-1)
vectors. A-F, PCs are visualized with PC-specific CaBP immunolabeling in red (4, Cand D, F), and Lenti-GFP-transduced PCs are
revealed by green GFP expression (B, Cand E, F). GFP-expressing PCs appear as yellow cells in merged images (C, F). In Cand F,
white arrowsindicate PCs nontransduced by the Lenti-GFP vector, and open arrows indicate non-PC GFP-expressing cells. G-I, PCs
revealed in red (G, /), and RORc-expressing cells are immunolabeled in green (H, I). hRORc1-overexpressing PCs appear as red
cells with intense yellow nuclei in the merged image (/). In H, arrowheads indicate Lenti-hRORc1-transduced cells with intense
RORcx immunolabeling, whereas the double-crossed arrow shows the weak intensity of ROR« immunolabeling in a cell with
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transduced with either Lenti-GFP or Lenti-
hRORa1 was assessed by a Student’s ¢ test using
Statview software (SAS Institute, Cary, NC).

Results

Lentiviral-mediated gene transfer is
adapted to the study of PC dendritic
development in organotypic culture
Atbirth, in vivo, most murine PCs are fusi-
form (bipolar shape; stage 1) (data not
shown), as described for rats (Armengol
and Sotelo, 1991). When cultured at PO,
most PCs in organotypic slices were still in
stage I after 3 d in vitro (DIV) (PO plus 3
DIV) (Fig. 1A). They retracted their prim-
itive dendrites (stage II) after 7 DIV (Fig.
1 B) and elongated numerous perisomatic
protrusions (stage IIT) after 10 DIV (Fig.
1C). Finally, they developed their ultimate
dendritic trees (stage IV) after 14 DIV (Fig.
1D). Thus, in organotypic culture, PC
dendritic development undergoes the
same pattern of differentiation as that ob-
served in vivo.

To study the role of ROR« in PC den-
dritic development, we used a recombinant
nonreplicative lentiviral-derived vector en-
coding either hRORa1 (Lenti-hROR«1) or
GFP (for control, Lenti-GFP) under the con-
trol of the PGK promoter to overexpress
ROR« in PCs in cerebellar organotypic
cultures.

Alarge number of PCs were transduced
with both lentiviral vectors. In slices in-
fected with the Lenti-GFP vector, >80% of
the calbindin (CaBP)-positive PCs ex-
pressed GFP (Fig. 2A—C). The same trans-

endogenous ROR«x expression. Scale bars: A—C, 100 wm; D-1, 20 um.

Quantitative morphological analysis of Purkinje cell

dendritic trees

The dendritic morphology of Purkinje cells in stage IV was quantitatively
analyzed in cells that had no or little overlap of dendrites with neighbor-
ing cells as described previously (Metzger and Kapfhammer, 2000). All
quantifications were performed on either Lenti-GFP-transduced PCs
(identified by the coexpression of CaBP and GFP for the controls) or on
Lenti-hRORal-transduced PCs for hRORal-overexpression experi-
ments (identified by the coexpression of RORa and CaBP). Using Image-
Pro Plus 4.1 software, two parameters were measured in blind studies
from the immunofluorescence images: (1) the dendritic tree area, by con-
necting the ends of all terminal dendritic tips of a single Purkinje cell, includ-
ing the soma with straight lines; and (2) the length of the longest dendrite
(i.e., distance between the cell body and the most distal dendritic ending).
For each experiment, at least 50 PCs from all slices were quantified. Quanti-
fication was performed from three independent experiments.

Statistical analysis

Independent experiments were performed with 10—12 cerebellar slices per
sample and repeated three times using matched controls. For PC stage quan-
tification, at least 100 PCs were analyzed in each sample. For the quantitative
morphological analysis of PC dendritic tree, at least 50 PCs from each slice
were quantified from each sample. Results are expressed in figures and in the
text as mean = SD. The statistical significance of differences between PCs

duction efficiency was observed with the

Lenti-hRORa«a1 vector (data not shown).

Interestingly, the lentiviral vector seems to

preferentially transduce PCs, because

most of the GFP-expressing or RORa-
overexpressing cells were PCs (very few other cellular types were
transduced) (Fig. 2D-I). Thus, unlike classical transfection
methods, transferring a transgene by the lentiviral vector ap-
proach appears to be very efficient in PCs.

Using Lenti-GFP, we then analyzed whether lentiviral infec-
tion interferes with PC survival and dendritic differentiation. In
PCs, transduction with Lenti-GFP was easily detectable by the
appearance of GFP fluorescence in CaBP-immunolabeled PCs.
No differences in survival (data not shown) or in dendritic dif-
ferentiation were detected between nontransduced PCs and con-
trol Lenti-GFP-transduced PCs (Fig. 2 D-F). The lentiviral infec-
tion is therefore adapted to the study of dendritic differentiation.

To distinguish PCs with endogenous ROR« expression from
those with the lentiviral-mediated RORa overexpression in
Lenti-hRORal-infected slices, we revealed RORa using a low
antibody concentration (1:4000). At this dilution, the back-
ground labeling of endogenous RORa expression (Fig. 2H,
double-crossed arrow) could be unambiguously distinguished
from the high intensity of ROR«-overexpressing PCs (Fig. 2H,
arrowheads). RORa immunostaining was always confined to the
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nucleus, whatever its expression level.
Thus, Lenti-hROR«!1 is an efficient tool to
overexpress RORa in PCs.

E17-7DIV

hRORa1 overexpression in PCs
accelerates dendritic differentiation
through stages I to IV

Most PCs from either E17 or PO slices after
7 DIV displayed regressive-atrophic den-
drites and were thus in the stellate stage II
(Fig. 3A,D,L,0). In contrast, when ROR«
was overexpressed by Lenti-hRORal
transduction, the majority of PCs exhib-
ited dendritic trees stemming from one or
more identified primary branches (stage
IV) after 7 d in culture in both E17 and PO
slices (Fig. 3B,D,M,0O).

To determine whether hRORal-
overexpressing PCs undergo the normal
differentiation steps, i.e., pass through a
regressive phase (stage II) before reaching
the stage IV, we analyzed the differen-
tiation stages of PO PCs at intermediate
culture times (after 3 and 5 d in culture).
After 3 d in culture (PO plus 3 DIV), 94.3%
of controls PCs were still in stage I (Fig.
3E,G), whereas 58.8% of hRORal-
overexpressing PCs have already reached
stage II (Fig. 3F,G). Moreover, hRORal-
overexpressing PCs at PO plus 5 DIV were
mostly in stage III (57.5%) (Fig. 3L, K),
when controls PCs have just reached stage
II (57.7%) (Fig. 3 H,K). Furthermore, we could detect filopodia
and dendritic spines (which are characteristics of dendrites in
stages III and IV in control PCs) on all stage III and stage IV
hRORa1-overexpressing PCs, suggesting a normal differentia-
tion process (Fig. 3C,J,N). From these experiments, we can con-
clude that hRORal-overexpressing PCs undergo a normal, but
accelerated, progression through stages IT and III before reaching
stage IV at PO plus 7 DIV (Fig. 3 M, O), whereas control PCs are
still in stage II (Fig. 3L, 0O).

P0-5DIV P0-3DIV

P0-7DIV

Figure3.

hRORa1 overexpression does not increase late
dendritic differentiation
To determine whether RORa is involved in the final dendritic
differentiation step, we assessed the effect of hRORal overex-
pression atlater stages. Cerebellar slices of P7 mice (stage Il at the
beginning of the culture) were infected with either Lenti-GFP
vector (control) or Lenti-hRORal vector (hRORal-
overexpressing PCs). The vast majority of control and hRORa1-
overexpressing PCs from P7 slices were in stage IV after 7 d in
vitro (Fig. 4A—C). We were therefore in a favorable situation to
determine whether RORa« plays a role in dendritic growth. We
quantified the dendritic arborization as described previously
(Metzger and Kapthammer, 2000) by measuring the length of the
longest dendrite (Fig. 4 D) and the dendritic tree area (Fig. 4 E) of
stage IV PCs at P7 plus 7 DIV. The analyzed parameters, the
length of the longest dendrite of each PC and the total dendritic
area, should provide a clear indication on the effect of the
hRORa1 overexpression on dendritic growth in infected cells by
comparing them with Lenti-GFP-transduced control PCs.

The quantitative evaluation of these parameters at P7 plus 7
DIV, illustrated in the histograms, comprise data obtained from
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hRORa:1 overexpression accelerates dendritic differentiation. Images of PCs in organotypic cultures at E17 plus 7 DIV
(A-C),P0plus3DIVPCs (E, F), PO plus 5 DIV (H-J),and PO plus 7 DIV PCs (L-N'), revealed with CaBP immunolabeling. Slices were
infected with either Lenti-GFP (4, E, H, L) or Lenti-hRORa1 (B, C, F, 1, J, M, N) vectors. Transduced PCs were identified by GFP
expression for Lenti-GFP or by RORa immunolabeling for Lenti-hRORcT cultures. Note the presence of more mature hRORa1-
overexpressing PCs compared with Lenti-GFP-expressing PCs. €, J, N, High-magnification view of dendrites of stage IV PCs at E17
plus 7 DIV, PO plus 5 DIV, and PO plus 7 DIV, showing filopodia (arrows) and spine-like structures (arrowheads). D, G, K, 0,
Quantitative distribution of PCs between stages | to IV (stages are defined in Fig. 1). For all culture times, the PCs undergo an
accelerated differentiation when hRORa1is overexpressed. Scale bars: 4, B, E, F, H, 1, L, M, 25 pm (magnification, 20X); C,J, N,
5 pm (magnification, 100X).

three independent experiments (morphometry of at least 50 sin-
gle stage IV PCs was assessed in each independent experiment).
Control GFP-expressing PCs had a mean longest-dendrite length
of 110 = 7 wm, which is not significantly different ( p = 0.08)
from hRORal-overexpressing PCs (126 + 9 um). The mean tree
areas were also similar (7927 = 1323 wm?® for hRORal-
overexpressing PCs and 6288 + 510 um? for control PCs; p =
0.12). These results show that hARORa1-overexpressing PCs have
a dendritic tree comparable with controls and suggest that ROR«
does not participate in the late dendritic PC differentiation when
overexpressed in PCs that are already in stage III.

RORa-deficient Purkinje cells do not progress beyond the
early migratory morphology

From the experiments above, ROR« appears to be a crucial factor
controlling the early steps of PC differentiation. To test whether
the absence of ROR« prevents the normal progression of these
early steps, we analyzed the differentiation of PCs from staggerer
(Rora*®"¢) and corresponding control Rora*’* cerebellar slices at
PO, when PCs are in the early fusiform stage. Similarly to what was
described above, we observed that most Rora*’* PCs in organo-
typic slices at PO were in stage II after 7 DIV (Fig. 5A) and in stage
IV after 14 DIV (Fig. 5B). In contrast, all PCs from Rora*¥* cer-
ebellum displayed the embryonic bipolar shape (stage I) after 7 d
in culture (Fig. 5D). After 14 d in culture, Rora*®*¢ PO PCs still
displayed a bipolar shape (Fig. 5E), with an increased complexity:
processes were longer and more branched compared with 7 DIV
Rora®®"¢ PCs. However, PCs from Rora®®*® cerebellum in stage II,
II1, or IV were never observed, whether cultured from E17 or P3
animals (data not shown). Although Rora®®¢ PCs did continue
their dendritic extension from stage I, they failed to regress and
remodel their shape as wild-type PCs did in organotypic culture.
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Figure 4.  hRORa1 overexpression does not influence late dendritic differentiation. PCs

stained by CaBP immunolabeling in organotypic cultures of P7 cerebellar slices kept 7 d in vitro.
Transduced PCs were identified by GFP expression for Lenti-GFP-infected slices (4) and by ROR«
nuclearimmunolabeling for Lenti-hRORa1-infected slices (B): these PCs display a similar iden-
tified dendritic tree. G, The mean == SD values of the percentage of PCs in each stage show that
both GFP-expressing and hRORa1-overexpressing PCs are almost all in stage IV (stages are
defined in Fig. 1). D, E, Quantitative evaluation of the morphological parameters of both GFP-
expressing and hRORce1-overexpressing PCs. The longest dendrite (D) and the total dendritic
tree area (E) were measured. The mean longest dendrite and the mean dendritic tree area are
similar in GFP-expressing PCs and in hRORax1-overexpressing PCs. Data represent mean == SD
of at least 50 transduced PCs investigated in three independent experiments (longest dendrite,
p = 0.08; dendritic area, p = 0.12; Student’s t test).

Dendritic spine-like structures began to appear after 14 DIV in
wild type (Fig. 5C), although they were absent on dendrites of
Rora®" PCs in culture after 14 DIV (Fig. 5F).

We conclude that, in organotypic cultures, the absence of
RORa impedes dendritic differentiation because RORa-
deficient PCs seem to be blocked in the early fusiform stage of PC
differentiation and never achieve the PC stellate cell stage.

RORa expression in staggerer Purkinje cells restores the
dendritic differentiation progression

As described above, loss of function of ROR« in Rora®*¢ PCs in
culture leads to an arrest of the differentiation process in stage I
(Fig. 5). To understand whether the Rora®®*® PC dendritic phe-
notype is a direct consequence of the absence of ROR«, we re-
stored ROR« expression in Rora*®* PCs by infecting them with
Lenti-hRORal.

In Rora*¥*¢slices, the occurrence of efficiently transduced PCs
is unambiguously revealed with the RORa immunolabeling (Fig.
6C). In addition, because no ROR« labeling was detected in non-
transduced explants taken from Rora®¥ cerebellum (data not
shown), we can confirm the specificity of the anti-ROR« anti-
body used in this study.

When cultured and infected at PO with the Lenti-GFP vector
and kept 7 DIV (PO plus 7 DIV), control GFP-expressing PCs in
organotypic cultures of Rora® cerebellum were in stage I (Fig.
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6A,B), like Rora®¥* nontransduced PCs (Fig. 5D), and control
GFP-expressing Rora™’* PCs were in stage II (Fig. 6 F,G), con-
firming the absence of effect of Lenti-GFP transduction on PC
differentiation. In contrast, when ROR« was expressed by Lenti-
hRORa!1 transduction in Rora®"¢ PCs, most PCs displayed peri-
somatic protrusions (stage III) or dendritic trees stemming from
one or more identified primary branches (stage IV) (Fig. 6C,D).
Interestingly, in PO plus 7 DIV hRORa1-overexpressing cultures
taken from wild-type or homozygous staggerer cerebella, all stage
IIT and IV PCs displayed dendritic spine-like structures (Fig.
6E,J). This feature is similar to that observed after 14 DIV in
wild-type cultures, which express endogenous Rora (Fig. 5C).
Therefore, hAROR«a1 overexpression in Rora*®*8 PCs is sufficient
to restore the regressive step and to induce a strong dendritic
differentiation and normal spinogenesis.

Moreover, we observed that hRORal overexpression in a
given PC does not influence neighboring PCs. Indeed, hARORa1-
overexpression in PCs did not lead to an accelerated dendrito-
genesis of adjacent nontransduced PCs (Fig. 6 H,I), indicating
that the effect of RORa in the early dendritic differentiation does
not require secreted factors.

In conclusion, our results show that hRORa1 overexpression
in both wild-type and Rora’*®”¢ PCs leads to a cell-autonomous
acceleration of the transition from bipolar form (stage I) to stel-
late cell stage (stage II), which then ensures an appropriate pro-
gression of the subsequent dendritic development.

Discussion

Using cerebellar organotypic cultures, we have shown that PCs
recapitulate all of the dendritic differentiation steps observed in
vivo (Armengol and Sotelo, 1991), in accordance with previous
studies (Hendelman and Aggerwal, 1980). PC dendrites differen-
tiate from a fusiform shape to a regressive form before undergo-
ing their final phase of dendritic differentiation.

In this study, we demonstrate that PO hRORal-
overexpressing PCs cultured 7 DIV (PO plus 7 DIV) undergo their
dendritogenic program more rapidly than control cells. In con-
trast, P7 hRORal-overexpressing PCs after 7 DIV exhibit neither
significant qualitative nor quantitative differences in the studied
morphological parameters when compared with GFP-expressing
PCs. Moreover, we establish that, in organotypic cultures, ROR«
is required for the dendritic differentiation process from bipolar
fusiform PCs (stage I) to stellate stage PCs (stage II). This is in
agreement with what has been shown previously by Shirley and
Messer (2004) in dissociated PC cultures from Rora*?*¢ cerebella.
The arrest of the normal differentiation process is unlikely to be
attributable to the poor health of Rora®® PCs because, in orga-
notypic cultures, Rora® PCs survive better than in vivo (our
unpublished results) and continue to elongate their processes
(Fig. 5D, F). Although Rora®*¢ PCs are blocked in stage I, ROR«
replacement enabled them to regress their processes to differen-
tiate into stage II and to pursue the formation of their ultimate
dendritic trees. Together, these results position ROR« as an im-
portant transcription factor in the control of dendritic remodel-
ing during the first steps of dendritic differentiation.

PCs in organotypic cultures are well known to be resistant to
classical transfection methods, and nonviral vectors such as the
gene gun are not efficient enough to allow the transfection of a
high proportion of PCs in slices (Lo et al., 1994; Wellmann et al.,
1999; Murphy and Messer, 2001; Ghoumari et al., 2002). In con-
trast, lentiviral vectors are capable of transducing cells that are
dividing, growth arrested, or postmitotic (Poeschla et al., 1998)
and have been shown previously to efficiently transduce Purkinje
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cells in vivo (Alisky et al., 2000). In organo-
typic cultures, we demonstrate that HIV-
derived lentiviral vectors transduce PCs
with a very high efficiency and that the len-
tiviral infection itself does not affect PC
survival or differentiation. Our results
suggest that the use of recombinant lenti-
viral vectors is a powerful approach to per-
form gene transfer into PCs to study ge-
netic regulation.

When homozygous, the murine stag-
gerer mutation in the Rora gene leads to
cerebellar atrophy attributable to the de-
generation of most of the PCs (Sidman et
al., 1962; Sotelo and Changeux, 1974; Her-
rup, 1983; Vogel et al., 2000; Doulazmi et
al., 2001). Furthermore, several histologi-
cal studies of the Rora***¢ cerebellum show
that the remaining PCs are immature and
display atrophic dendrites, devoid of
spines (Bradley and Berry, 1978; Sotelo,
1978, 1990), which suggests that ROR« is
involved in the PC differentiation process. ‘
However, in which steps of differentiation ‘

RORa acts remained unknown.

According to our results, RORa does
not appear to play a major role in the last
phase of PC dendritic differentiation, be-
cause we did not detect an increase in the
size of the dendritic tree of PCs in organo-
typic cultures when hRORal is overex-
pressed in PCs that have already developed
dendritic protrusions (stage III PCs).
However, when RORa is overexpressed as
soon as PO, the late dendritic differentia-
tion seems to be also accelerated. These
data suggest that RORa more likely plays a
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Figure 5. RORa-deficient staggerer PCs fail to regress from their bipolar morphology. PCs in organotypic cultures from wild-
type (A-C) or staggerer Rora*”*? (D~F) PO mice, revealed by CaBP immunolabeling after 7 DIV (4, D) or 14 DIV (B, C, E, F).
Wild-type PCs undergo normal differentiation: they are in stage Il (PCs with regressive-atrophic dendrites) after 7 DIV and in stage

critical role in the earliest transitional stage |y (pcswithidentified dendritic tree) after 14DIV, with the emergence of dendrite spine-like structures (arrowsin €). Rora*? PCs
from immature b1P01aI‘ form to the stellate  remainin the embryonic fusiform shape (stage I) after 7 DIV (D) and 14 DIV (E) and display smooth dendrites devoid of spines (F).
cell stage, and that this transition seems to  Scale bars: 4, B, D, E, 20 um (magnification, 20<); €, F, 5 wm (magnification, 100}).

be crucial for the progression of late den-
dritic development.

The vast majority of the studies on PC dendritic differentia-
tion in organotypic cultures have focused on its last step, i.e., the
dendritic growth occurring after the regression of the immature
shape. Once PCs display a dendritic tree and have reached stage
IV, it has been shown that dendritic growth is controlled by ex-
ogenous factors, such as electrical activity (Schilling et al., 1991)
and trophic factors (Mount et al., 1995; Hirai and Launey, 2000;
Swinny et al., 2004), or by PKC activity (Metzger and Kaptham-
mer, 2000). Hormones, such as estrogens (Shikimi et al., 2004),
CRF (Swinny et al., 2004), or thyroid hormones (Heuer and Ma-
son, 2003), also control dendritic growth. The development of
mature dendrites and the dendritic monoplanar disposition de-
pends therefore mainly on exogenous factors, partly provided by
the granule cells. That granule cell synaptic inputs are essential for
the PC dendritic differentiation has also been demonstrated by
analyzing PCs in agranular cerebellum, such as in weaver and
reeler mice and in X-irradiated rat cerebellum (Mariani et al.,
1977; Sotelo, 1978; Crepel et al., 1980b; Mariani and Changeux,
1980). In these cerebella, PCs display dendritic abnormalities,
although dendrites are nevertheless studded with numerous
spines.

In contrast, in this study, we identify ROR« as a crucial factor
controlling the regressive and remodeling step of dendritogen-
esis, a step that should not necessarily require cell-cell interac-
tions. Previous studies (Sotelo, 1978; Baptista et al., 1994) have
suggested that the first two stages of PC development are not
dependent on cell-cell interactions. These authors thus proposed
that the formation of early primitive dendritic processes, their
withdrawal, and subsequent extension of perisomatic processes
occur autonomously. Interestingly, unlike other nuclear recep-
tors whose activity depends on binding of an exogenous ligand,
RORw is activated by abundant intracellular cholesterol (Kallen
etal., 2002) and does not seem to need any exogenous factor to be
activated (Atkins et al., 1999). Importantly, we also show that
lentiviral-mediated hRORa1 expression in Rora®®¢ PCs enables
them to pass through the PC stellate cell stage and thus restores a
normal differentiation progression.

Our results obtained from organotypic cultures suggest that,
invivo, Rora®®"¥ PCs are unable to reach the stellate cell stage; they
are arrested at the stage I but develop many processes that could
form the immature and atrophic dendritic tree observed in the
adult Rora®"* cerebellum. In no case did Rora®*¢ PCs develop
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Lenti-hROR1

hROR«1 replacement in staggerer PCs restores a normal dendritic differentiation. Organotypic cultures from Ro-
1a°*9 (A—E) or wild-type (F—J) PO mice after 7 DIV, infected either with Lenti-GFP (4, B, F, G) or with Lenti-hRORct1 (C—E, H-J). ling
PCs are visualized with CaBP immunolabeling inred (B, D, G, I), whereas Lenti-GFP-transduced PCs are revealed by the green GFP
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Modifications in the dendritic architec-
ture occur during CNS development but
also in the mature nervous system to refine
the function of neural circuits (Bottjer and
Arnold, 1997; Cameron and Nunez-
Abades, 2000; Cline, 2001). Interestingly,
during aging, ROR« seems to control the
maintenance of the elaborated dendritic
tree because PC dendrites become atro-
phic in the cerebellum of aging heterozy-
gous staggerer mice (Hadj-Sahraoui et al.,
2001). RORa thus appears to be a critical
factor implicated in dendrite remodeling
in PCs both during development and in
the adult.

In conclusion, our study provides new
insights into the genetic mechanisms that
govern the control of the dendritic regres-
sion and identifies the transcription factor
RORa as a crucial nuclear factor control-
dendritic  remodeling  during
development.

expression (4, F), and hRORa:1-overexpressing PCs are identified by the high intensity of the RORc immunolabeling in green

(arrows in C, H) compared with the low intensity in nontransduced PCs with the endogenous ROR« expression level (double-
crossed arrow in H). Control Rora*”’*? PCs remain fusiform (A, B), whereas hRORc1-overexpressing PCs present elaborate den-
dritic trees (C, D). Similar to Figure 3, control PCs with endogenous ROR«x expression present a stellate form (F, G, and double-
crossed arrow in H, I), whereas hRORcc1-overexpressing wild-type PCs have identified dendritic trees (arrow in H, I). Both
and Rora®?’*? PCs develop spine-like structures (arrowheads in E, J). Scale bars: A-D, F~I, 20

hRORc1-overexpressing Rora ™™

um (magpnification, 20<); E, J, 5 um (magnification, 100<).

tertiary dendritic spines. This is in agreement with what has been
shown previously in vivo (Bradley and Berry, 1978; Sotelo, 1978,
1990).

Thus, RORa seems to participate mainly in dendrite regres-
sion and remodeling (when PCs shorten their embryonic process
to allow the emergence of an elaborated dendritic tree, with den-
dritic spines) rather than in dendritic growth. Regressive events
that refine exuberant or inaccurate dendritic connections are
critical in neuronal development and have been studied in in-
sects. In insects, dendritic remodeling seems to be regulated by
the steroid hormone 20-hydroxyecdysone (referred as ecdysone)
in Manduca sexta or in Drosophila melanogaster (Weeks, 2003).
Interestingly, ecdysone induces expression of the Caenorhabditis
elegans CHR3 (Kostrouch et al., 1995), Drosophila DHR3 (Koelle
etal., 1992), and Manduca sexta MHR3 (Palli et al., 1992) genes,
which are homologs of the mammalian Rora gene. ROR« plays a
role in the regressive and remodeling events of the normal den-
dritic differentiation of PCs, events that are comparable with
those induced by the ecdysone pathway in insects. Ecdysone
could thus control dendritic remodeling through the activation
of the RORa homologs in insects. Thyroid hormone [L-3,3',5-
trilodothyronine hormone (TH)] is considered to be a functional
equivalent of ecdysone in vertebrates. TH is important during
embryonic and neonatal development of the CNS, including PC
differentiation, and has been shown to regulate microtubule as-
sembly and neuronal differentiation (for review, see Nunez et al.,
1991; Oppenheimer and Schwartz, 1997), by controlling accu-
mulation of microtubule-associated protein (MAP) such as
MAP2 (Silva and Rudas, 1990; Haas et al., 2004). Evidence for
cross-talk between RORa and thyroid receptor pathways have
been provided (Hamilton et al., 1996; Koibuchi and Chin, 1998;
Kuno-Murata et al., 2000), suggesting that RORa and TH could
act on the PC differentiation by similar pathways.
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I.2. L'action de I'hormone thyroidienne (T;) dans la différenciation

précoce des cellules de Purkinje implique RORo.

Article lll: Thyroid hormone (T;)-induced early PC differentiation

involves ROR«x
Fatiha Boukhtouche, Bernard Brugg, Rosine Wehrlé, Isabelle Dusart & Jean

Mariani.

Article en préparation.

Le role des hormones thyroidiennes (TH/Thyroid Hormones) dans le développement
du systéme nerveux est bien connu. Une déficience congénitale en hormone thyroidienne
conduit a des anomalies développementales, et au niveau cérébelleux, elle conduit a un retard
de développement qui résulte en une atrophie du cervelet et a des anomalies de différenciation
des cellules de Purkinje. Au cours du développement du cervelet, ces hormones, via la forme
active -3,3',5-triiodothyronine (T3), contrdlent - entre autres - la migration des neurones et la
différenciation de l'arbre dendritique des cellules de Purkinje. Cependant, le role de la TH

dans la différenciation précoce des cellules des Purkinje est peu décrit.

Dans cette étude, nous avons testé le role de la Ts dans le développement dendritique
précoce des cellules de Purkinje. Pour cela, nous avons maintenu des cultures organotypiques
réalisées a PO pendant 7 jours, dans un milieu de culture défini, sans sérum. Nous avons
quantifié la progression de la différenciation des cultures soumises a des concentrations
croissantes de Tj, en classifiant les cellules de Purkinje selon les stades décrits dans I'article

IL.

Nos résultats suggerent que la T3 accélere les étapes précoces de la différenciation
des cellules de Purkinje. Nous avions montré¢ dans la précédente étude (voir §II.1) que ROR«o
controle cette étape précoce. Afin de déterminer si les effets de la T; pouvaient étre médiés

par ROR0, nous avons suivi l'expression de ROR« en réponse a un traitement a la Ts. Nous
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montrons que l'expression de RORa est augmentée au niveau ARNm et protéique. De plus,
'ajout de T3 dans des cultures organotypiques issues de cervelet de souris Rora*®¢ n'a aucun
effet sur la différenciation des cellules de Purkinje. Ces résultats suggérent que les effets de la
T; sur la différenciation précoce des cellules de Purkinje sont médiés par RORa. Cette étude
montre donc une interaction forte entre 1'hormone thyroidienne et RORo au cours du

développement du cervelet pendant la différenciation précoce des cellules de Purkinje.
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Thyroid hormone (T3)-induced early PC differentiation
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Université Pierre et Marie Curie-Paris6, UMR 7102 - Neurobiologie des Processus Adaptatifs

(NPA) ; CNRS, UMR 7102 — NPA, Paris, F-75005.
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Abstract

Thyroid hormone (TH), through its active form Tj, controls critical aspects of
cerebellar development, such as migration of postmitotic neurons and terminal dendritic
differentiation of Purkinje cells (PCs). The effects of T3 on the early dendritic differentiation
are poorly understood. In this study, we have analyzed the influence of T3 on the progression
of the early steps of PC dendritic differentiation in PO organotypic cerebellar cultures, which
include regression of immature neuritic processes to the extension of one to three perisomatic
protrusions before the growth of the ultimate dendritic tree. We also studied the involvement
of RORa, a nuclear receptor controlling early PC dendritic differentiation. We show that
treatment of slices cultivated in serum-free condition with T; leads to an accelerated
progression of early steps of dendritic differentiation, together with an increased expression of
ROR« in both PCs and interneurones, at both mRNA and protein levels. In addition, ROR«
seems to be required for this process, since Ts failed to promote the early dendritic
differentiation of staggerer RORo-deficient PCs. This study suggests a RORo-mediated T;

action on the early PC dendritic differentiation.
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Introduction

The thyroid hormone (TH) 1-3,3",5-triiodothyronine (T3) is essential for normal CNS
development (Oppenheimer and Schwartz, 1997), as T3 regulates those processes associated
with terminal brain differentiation such as neuronal migration, axonal and dendritic growth,
synaptogenesis, and myelination (Anderson, 2001). In particular, TH plays an important role
in cerebellar neurogenesis (Nicholson and Altman, 1972a, b, ¢), whose development is mainly
postnatal. As a consequence, perinatal hypothyroidism affects the morphogenesis of
cerebellar neurons, in particular the dendritic arborization of PCs (which display a striking
reduction in the growth and branching of dendritic arborisation (Vincent et al., 1982)) and
delays synaptic formation between PC and granular cells (Nicholson and Altman, 1972a, b, c;
Crepel, 1974). Recently, T; has been shown to directly affect late PC dendritic growth
through activation of the thyroid nuclear receptor TRl (Heuer and Mason, 2003).

Shortly after birth, cerebellar PCs display a bipolar shape reminiscent of their
migratory morphology. These immature PCs then follow a process of dendritic regression,
prior to extending apical dendrites from which the ultimate and characteristic dendritic tree
will arise. We have recently demonstrated that the nuclear receptor ROR controls the early
dendritic differentiation steps, particularly the regressive phase of this process (Boukhtouche
et al., 2006a). ROR« deletion in the spontaneous staggerer (sg) mutant leads to cerebellar
development defects, including a dramatic PC and granular cell loss (Sidman et al., 1962;
Hamilton et al., 1996; Doulazmi et al., 2001). By combination of promoter usage and
alternative splicing, the Rora gene gives rise to two isoforms in the mouse (RORal and
RORo04) which differ only in their N-terminal modulator region (Becker-Andre et al., 1993;
Carlberg et al., 1994; Giguere et al., 1994).

Interestingly, a cross-talk between TH pathway and RORo has been shown. In
hypothyroid rats, daily T4 replacement accelerates the increase in RORo mRNA content in
the developing cerebellum, most obviously at P15 (Koibuchi and Chin, 1998). In Rora*®*¢
mutant mouse, despite both normal TR expression (Hamilton et al., 1996) and normal serum
TH levels (Messer and Hatch, 1984), staggerer neurons seem to be unresponsive to TH

treatment (Messer, 1988).
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Despite the detailed description of cerebellar abnormalities consecutive to
hypothyroidism, the molecular mechanisms underlying Ts-induced PC morphogenesis remain
poorly understood. Moreover, most of the studies concern the role of TH in the late PC
dendritic growth which involves cross-talk and synaptogenesis with granular cells, but little is
known about TH effect on the early dendritic differentiation.

In this study, we aimed at determining the role of TH in early PC dendritic
differentiation, and we studied the implication of ROR« in this process. Using organotypic
cultures, we have thus studied the PC differentiation progression in the presence or not of T3
and we observed an acceleration of the progression of the differentiation when T3 was added
on PO cerebellar slices maintained 7 days in vitro (DIV). We further suggest that this

accelerated differentiation is dependent of a T3-induced increase in the ROR o expression.
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Materials and Methods

Animals

Animal housing and all procedures were carried out in accordance with the guidelines
of the French Ministry of Agriculture and the European Community.

Swiss mice were obtained from Janvier (Le Genest-St-Isle, France).

The staggerer Rora®®*® mutant mice were maintained on a C57BL/6J genetic

3 52/ : +/+
acKkgroun m our colony. ora an elr ora
back d lony. Rora®*¢ and their Rora®

littermates were obtained by
intercrossing fertile heterozygous Rora™® animals, and were genotyped by PCR, as

previously described (Boukhtouche et al., 2006a).

Slice cultures

Swiss mice at postnatal day 0 (PO) were used. Organotypic cultures of cerebellum
were prepared as described previously (Ghoumari et al., 2002). Briefly, after decapitation,
brains were dissected out into cold Gey's balanced salt solution (GBSS, Sigma) supplemented
with 5 mg/mL glucose, and the meninges were removed. Parasagittal cerebellar slices (350
um thick) were cut on a Mcllwain tissue chopper and transferred onto 30 mm Millipore
membrane culture inserts with a 0.4 um pore size (Millicell CM, Millipore). Slices were
maintained in culture in six-well plates containing ImL/well of medium containing basal
medium with Earle's salts (BME), supplemented with Sigma [-1884 supplement (1:100
dilution, resulting in final concentrations of 5 pg/mL insulin, 5 pg/ml transferrin, and 5 ng/ml
sodium selenite), 0.5 pg/mL BSA (Sigma), 4mM L-glutamine (Invitrogen, GIBCO), 5 mg/mL
glucose, with or without T3 at 37°C in a humidified atmosphere with 5% CO,. The medium
was replaced every 2 days (after 2, 4 and 6 days in culture).

Mice obtained from Rora™¢ intercrosses were also used in this study. In these litters
Rora™”", Rora™ and Rora®®*® mice could be generated. For each animal, slices of each
cerebellum were divided between two Millicells: half of cerebellar slices served as control
and no Ts; was added, and the other half received T; (30nM), in order to compare control
(OnM Ts) versus Ts-treated slices (30nM Ts;) from the same animals. The genotype was

determined a posteriori by PCR on tail biopsy, in blind studies.

153



Résultats
I

II. Role de RORq dans la différenciation neuronale :
2. Article III - L'action de la T3 dans la différenciation précoce des cellules de Purkinje
implique ROR«x

Antibodies and staining procedures
Immunostaining of calbindin (CaBP), parvalbumin or RORa was performed as
described previously (Boukhtouche et al., 2006a). Briefly, cerebellar slices were fixed in 4%
paraformaldehyde, and then incubated for 1h in PBS containing 0.25% Triton X-100, 0.2%
gelatin, 0.1% sodium azide (PBSGTA) and 0.1M lysine. Rabbit polyclonal anti-CaBP
antibody (1:5000 dilution; Swant) to visualize PCs or Rabbit polyclonal anti-parvalbumin
(1:5000 dilution; Swant) to visualize both PCs and interneurones, and goat polyclonal anti-
ROR1 (sc-6062; 1:4000 dilution; Santa-Cruz) in PBSGTA were applied overnight. At this
dilution, the intensity of RORo labeling was correlated to the RORa expression level
(Boukhtouche et al., 2006a). Specific labelling was detected with Cy3-conjugated donkey
anti-rabbit (1:500 dilution; Jackson Immunoresearch) and FITC-conjugated donkey anti-goat
(1:2000 dilution; Jackson Immunoresearch). The slices were analyzed with an inverted
microscope (Nikon Eclipse TE 300). Immunofluorescence images were captured at 400x
magnification using a Qimaging Retiga 1300 camera, and analyzed using Image-Pro Plus 4.1
software (Media Cybernetics). For RORa fluorescence intensity measurements, fluorescence
density was measured in the nucleus of PC (visualized by CaBP immunolabelling), using

MetaMorph software.

Classification of PC differentiation stages

Classification of PCs was assessed after CaBP immunostaining, as previously
described (Boukhtouche et al., 2006a). Briefly, fusiform PCs with a bipolar shape,
reminiscent of embryonic migratory PCs, are defined as stage I and correspond to both
"simple" and "complex"-fusiform stages, observed from E16 to P4 in vivo (Armengol and
Sotelo, 1991). Stage II is comprised of PCs with short processes all around the soma. This
"stellate" stage includes both "regressive-atrophic dendrites" and "stellate cell" stages
described previously, from P2 to P6 in vivo. PCs with one to three perisomatic protrusions are
defined as stage III. They correspond to PCs around P5-P10 in vivo. Finally, PCs with one or
more identified dendritic trees (defined as primary dendrites giving rise to additional side
branches) are classified as stage IV. Images were taken from all slices, corresponding to at
least 200 PCs in each experiment. Quantification was performed on three independent

experiments.
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Western-blot analysis.

Cultured slices were lysed in solubilization buffer (500 mM NaCl, ImM MgCl,, 2mM
EGTA, 50 mM Bicine; pH 9.0, 50mM NaF, 5uM ZnCl,, 100uM Na,VO,, ImM dithiothreitol,

5nM okadaic acid, 2.5ug/mL aprotinin, 3.6uM pepstatin, 0.5uM phenylmethylsulfonyl
fluoride, 0.5mM benzamidine, 5.3uM leupeptin) and dounced at 4°C. Insoluble materials
were removed by centrifugation (13,000 g for 20 minutes at 4°C), supernatants were isolated
and the samples were stored at -80°C. Proteins were dosed with the DC protein assay kit (Bio-
Rad, Hercules, CA, USA). Cell-extracts containing equivalent amounts of protein were boiled
for 5 minutes in sample loading buffer. After a 10% SDS-PAGE, proteins were transferred to
a polyvinylidene difluoride membrane (ICN Biochemicals, Costa Mesa, CA USA). Non-
specific sites were blocked with 5% skimmed dried milk for 2 hours. Blots were then
incubated overnight at 4°C with primary antibodies against ROR« (Santa Cruz, 1/2000) and
a-tubulin (Sigmal/10000) in 5% skimmed dried milk. They were then incubated with
horseradish peroxidase-conjugated secondary antibodies in 5% skimmed dried milk for 1
hour. The revelation was processed with enhanced chemoluminescence substrate (Amersham,
UK). Quantification was processed using the Densylab software (Microvision Instruments).
Real Time RT-PCR.

Total RNA from cerebellar slices from three animals were prepared according to the
manufacturer's instructions using the RNeasy kit (Qiagen) and cDNAs were synthesized from
1 ug of RNA (Promega) and AMV reverse transcriptase, as per manufacturer's instructions.
RT-PCR was performed using the ABsolute™ QPCR SYBR" Green Mixes Kit (Abgene), as
per manufacturer's instructions. Reactions were performed in 25 pl of total volume containing
ABsolute™ QPCR SYBR®™ Green Mix with 8 ng of the first-strand cDNA and 300 nM of
primers. Following primers were used: Roral sense 5'-AGGCAGAGCTATGCGAGC-3' and
antisense 5'-TCAAACAGTTCTTCTGACGAGG-3'; Rora4 sense 5'-
GTCACATGGAGCCTCTTATGG-3' and antisense 5'-TCAAACAGTTCTTCTGACGAGG-
3" 18s sense 5'-GGGAGCCTGAGAAACGGC-3' and antisense 5'
GGGTCGGAGTGGGTAATTT-3'. Amplification was performed on an iCycler (Bio-Rad)
according to the manufacturer's instructions and cycle parameters were: 50°C (2 min) and

95°C (10 min), followed by 40 cycles of 95°C (15 s), 60°C (30 s) and 72°C (30 s). For
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expression quantification, a comparative Cr method was used (Aarskog and Vedeler, 2000;
Pfaffl, 2001). The ACt-value was obtained by subtracting the Cr-value of the /8S (reference)
from the Cr-value of the gene of interest, where in each case the mean value of three reactions
was used. For each gene, the fold change was calculated according to the formula paAc)
where AACt was the difference between the ACt T3-treated cultures and the ACt in untreated
cultures as a calibrator value. To distinguish specific amplicons from non-specific
amplifications, a dissociation curve was generated for each transcript. Quantification was

performed on three independent experiments.

Statistical analysis

Independent experiments were performed with 10 to 12 cerebellar slices per sample
and repeated three times using matched controls. For PC stage quantification, at least 200 PCs
were analyzed in each sample. For the RORo RNA level quantification by real-time PCR, all
slices of 3 animals were used in each experiment. Results are expressed in figures as mean =+
SD. The statistical significance of differences between control and Ts-treated slices was

assessed by a student's #-test using Statview software (SAS Institute Inc).
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Results

T3 supply accelerates the first steps of early dendritic differentiation of PCs.

At birth, in vivo, most murine PCs are fusiform (bipolar shape; stage I) (data not
shown), as described for rats (Armengol and Sotelo, 1991). When cultured at PO and kept in
organotypic cultures, from their immature stage I, PCs retract their primitive dendrites (stage
II), then elongate numerous perisomatic protrusions (stage III) and finally, they develop their
ultimate dendritic trees (stage IV) (Boukhtouche et al., 2006a).

In organotypic cultures, after 7 days in a serum-containing medium, PCs were mostly
in the stage I, whereas almost no stage III were observed. In order to explore the involvement
of T3 in the early dendritic differentiation, (i.e. before the extension of the ultimate dendritic
tree in stage IV), cultures from PO animals were prepared and kept 7 DIV under serum-free
conditions, with or without addition of T3 at different concentrations. Cultures were then fixed
and immunolabeled with an anti-CaBP antibody to visualize PCs.

In slices cultivated without T3, most PCs (76%) from PO slices displayed "regressive-
atrophic" dendrites after 7DIV and were thus in the stellate stage II (figure 1A, B). Adding T3
at a concentration of 3nM did not dramatically modify the repartition of PC classes (figure
1C, D). In contrast, supply of 30nM of T; led to a significant acceleration of the early
dendritic differentiation since we observed that 27% of PCs were in stage II, 39% displayed
one to three perisomatic protrusions and were thus classified as stage III PCs, and 34%
displayed an identified dendritic tree (stage IV; figure 1E, F). Increased concentration of Tj;
(100nM) led to an acceleration of differentiation compared to OnM and 3nM of Ts, but the
effect was less important than 30nM Tj treatment (figure 1G, H). In the following
experiments, we have thus used the 30nM concentration to assess the effects of Ts since this
concentration is the most efficient in our cultures conditions.

From these experiments, we can conclude that Ts; promotes the first dendritic

differentiation steps of PCs in organotypic cultures.
T; leads to an increased amount of RORa protein level in PCs and interneurones.

To determine whether the Ts-induced dendritic differentiation acceleration involves

RORa@, we assessed the RORo expression in slices in response to T3 treatment.
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Western blots of PO-7DIV cerebellar slices were performed with antibodies directed
against the C-terminus end of RORa, which can detect both RORal and RORo4 isoforms,
since isoforms differ only by their N-terminal domain (Becker-Andre et al., 1993). We
detected an increase in the amount of ROR a1 protein in slices treated with 30nM of T3 (figure
2A). In contrast, we detected no difference in the amount of RORo04 proteins (figure 2A).

In the cerebellum, ROR« is known to be expressed only in PCs and interneurones
(Ino, 2004). In order to determine in which kind of cells the upregulation occurred, we
performed immunofluorescence of RORa in slices. Only PCs in the cerebellum express
CaBP, we thus used CaBP as a PC specific marker. To detect interneurones, we used
parvalbumin immunolabelling. Both interneurones and PCs express parvalbumin; the
distinction between these two cell-types has been assessed on the basis of their morphology
and size, since interneurones somas are smaller than PC ones.

In untreated PO slices, after 7 DIV, ROR«o expression was only detected in CaBP-
positive cells, thus only in PCs (figure 2B). Interestingly, following T; treatment, RORx
labelling was observed in PCs and also in some CaBP-negative cells (data not shown). The
CaBP-negative cells which express RORo were shown to express parvalbumin, and identified
as interneurones (figure 2C). Using antibodies against Pax6 and alpha6, GFAP and O4
immunolabellings, we observed that neither granular cells, nor astrocytes, nor
oligodendrocytes precursors respectively did express RORa (data not shown). Ts treatment
thus led to an increased expression of ROR in parvalbumin-positive interneurones. To assess
whether Ts led to an increased expression in PCs, we quantified the fluorescence density of
ROR« labelling within the nucleus of PCs. We observed a significant increase in the
fluorescence density in Ts-treated slices compared to control Ts-untreated slices (figure 2D).

These results suggest that Ts induced an increased RORa protein level in Purkinje

cells and in interneurones.

T3 supply leads to an increased RORo expression at the mRNA level.

To determine whether the increase in ROR« protein in Ts-treated cerebellar slices is
the consequence of an increased expression of the Rora gene, and not a stabilization of the
protein, we have analyzed by real time RT-PCR the expression of the Rora isoforms at the

mRNA level in Ts-treated slices compared to untreated slices. Our results reveal that mRNA

158



Résultats
I

I1. Role de RORq dans la différenciation neuronale :

2. Article III - L'action de la T3 dans la différenciation précoce des cellules de Purkinje
implique ROR«x

levels of both Roral and Rora4 isoforms were stable in cultures made at PO and kept 6h, 24h
and 7DI1V in culture without Ts (figure 3A, B). In contrast, we observed a specific increase in
the Roral mRNA level after 6h and 24h of T; treatment (6.3- and 5.8-fold increase
respectively). A 3.7-fold increase was still observed after 7 DIV. Rora4 mRNA were also
increased in slices after 6h and 24h of T; treatment, but to a lesser extent (1.8- and 1,9-fold
increase respectively). This increase was transient, as the Rora4 mRNA level was similar to
untreated slices after 7DIV. These results show that T3 leads to an increased expression of the

Rora gene, particularly the Roral isoform.

Ts-induced differentiation involves RORo..

From the above mentioned experiments, we show that Ts; promotes dendritic
differentiation (figure 1) and leads to an increased expression of RORal (figures 2 and 3).
We have recently shown that ROR« is a crucial factor controlling the early steps of PC
differentiation, and staggerer RORa-deficient Purkinje cells do not progress beyond the early
migratory morphology (Boukhtouche et al., 2006a).

To determine whether RORa could be involved in the Tsz-induced PC dendritic
differentiation, we followed the progression of the differentiation of PCs from staggerer
(Rora*®*®) and corresponding control Rora™" cerebellar slices treated or not with Ts.

As previously observed in serum-containing cultures, PCs from Rora’®*¢ cultured in
serum-free medium display the embryonic bipolar shape (stage 1) after 7 DIV (figure 4B),
whereas most PCs in control Rora™" cultures displayed "regressive-atrophic" dendrites (stage
II; figure 4A). In the presence of Tz 30nM, stage II, III and IV PCs were found (figure 4C)
with the same proportions as described above in figure 1. In contrast, PCs from Rora®®*¢
animals still display embryonic bipolar shape (figure 4D).

The absence of RORa thus prevents the Ts-induced accelerated progression of
dendritic differentiation of immature bipolar PO PCs. This experiment suggests that ROR« is

required in the Ts-induced differentiation promoting process.
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Discussion

Our results strongly suggest for the first time that T; promotes the early steps of PC
dendritic differentiation. Addition of Ts to the serum-free medium of PO cerebellar slices
resulted in acceleration of the early steps of dendritic differentiation. This accelerated
progression of the differentiation was accompanied with an increased expression of the gene
encoding the nuclear receptor RORo, observed at both mRNA and protein levels. Last,
RORw expression might be required for the T;-induced differentiation, as Ts treatment did not
promote differentiation of Rora*®* PCs, in accordance with previous studies which suggest an
unresponsiveness of Rora®®*¢ mutants to TH (Messer, 1988).

T3 promotes the early PC dendritic differentiation.

The role of thyroid hormone in mammalian brain and particularly during the cerebellar
development is well documented (for review, see (Oppenheimer and Schwartz, 1997;
Thompson and Potter, 2000)). Congenital hypothyroidism in humans leads to a syndrome
termed cretinism (Porterfield and Hendrich, 1993) of which apparent symptoms include ataxia
and poor motor skill, indicating cerebellar defects. In Purkinje cells, TH is known to strongly
promote the differentiation of the elaborate dendritic tree and synapse formation. In contrast,
little is known about its role in the events preceding the elaboration of the dendritic tree, in
particular the steps of neuritic regression and early extension of perisomatic protrusions,
occurring in vivo in the rodent between PO and P7.

To have a better understanding of thyroid hormone action in the developing brain, the
temporal patterns of initiation and cessation of hormone action have to be determined. Most
of in vitro or in vivo experiments explored the effects of hypo- or hyperthyroidism in the
cerebellum from P15, or equivalent age in culture. At this age, the characteristic shape of the
dendritic arborization is already elaborated, and extrinsic factors such as electrical activity
(Schilling et al., 1991) from granular cells, trophic factors (Lindholm et al., 1993; Mount et
al., 1995; Hirai and Launey, 2000; Swinny et al., 2004) and TH modulate the growth of the
dendritic arborization (Nicholson and Altman, 1972b). Elegantly performed studies have
shown a role for TH in the persistence of the EGL and the migration of granular cells into the
internal granule layer (Nicholson and Altman, 1972a, b; Rabie and Legrand, 1973), as well as
a direct role of TH on PC through TRal receptor activation (Heuer and Mason, 2003).
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However, the effects of TH on PC dendritic differentiation during early steps which does not
require cell-cell interaction have not been shown.

Our results suggest that T; plays a key role in the early differentiation of PCs in
organotypic cultures, before the formation of the elaborated dendritic tree.

Cross-talk between RORao and the TH pathways.

Interestingly, T3 addition led to an increased expression of RORa in the Purkinje cells
and interneurones. This result is in accordance with previous study which showed a decreased
expression of RORa in the cerebellum of hypothyroid rats (Koibuchi et al., 2001), whereas
T4 replacement led to increased expression (Koibuchi and Chin, 1998).

Our results suggest that RORol expression is required for the Ts-induced effect on the
early dendritic differentiation. TH might therefore act on the early differentiation process
through an increased expression of the Rora gene. TH binds to the nuclear TH receptor (TR),
a ligand-regulated transcription factor, which then binds to a target DNA sequence known as
a TH-response element (TRE) within the promoter region of target genes. Interestingly, in
silico analysis using Transcription Element Search  System (TESS) site

(http://www.cbil.upenn.edu/cgi-bin/tess/tess) of the genomic 5' flanking region of the Roral

gene revealed TRP-response element (in position -665, -1997 and -2760 from the ATG
initiator codon of the gene), but further studies are needed to demonstrate that TR is able to
bind the corresponding TRE within the Rora promoter region and activate the transcription of
the Rora gene.

Another level of interaction between RORa and TR has been demonstrated by
Koibuchi and collaborators (Koibuchi et al., 1999) since RORal increases the TR-induced
transactivation on several TREs. This could account for RORa requirement in the Ts-
mediated promoted differentiation observed in this study. TR binds DNA as a monomer,
homodimer, or heterodimer (particularly with retinoid X receptors) to TRE, composed of two
half-site core motifs (AGGTCA) with specific nucleotide spacing and orientation. ROR«x
binds as monomer to a consensus motif composed of a 6-bp AT-rich sequence 5' to a half-site
core motif, AGGTCA (ROR-response element, RORE), to activate transcription (Giguere et
al., 1994). Both TR and ROR« are thus transcription factors that share the common core motif
within their response elements. ROR«1 is able to bind as a monomer to one of two core

motifs (AGGTCA) of a TRE preceded by an AT-rich sequence (Giguere et al., 1994;
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Koibuchi et al., 1999). This suggests that a subset of natural TREs containing appropriate AT-
rich sequences could serve as dual-response elements for TR and RORa.

Intrinsic effect of RORa and its potential coordination with TH in the PC
dendritic differentiation.

ROR« has been shown to be crucial for the early differentiation progression of PCs, in
a cell-autonomous manner (Boukhtouche et al., 2006a). In cerebellar slices, Tj is likely to act
on RORa expression within PCs. Our results extend previous studies of Mason and Heuer
(2003) which have clearly demonstrated that Purkinje cells are a direct target of T3 action
through activation of the TH receptor ol. This later PC dendritic arborisation elaboration,
also promoted by TH, is dependent upon granular cell differentiation and synaptogenesis.
Interestingly, RORo has been shown to control the expression of Shh in PCs, which in turn
promotes the proliferation of precursor granular cells in the EGL (Gold et al., 2003). Thus, a
coordinate mechanism of RORa and TH in cerebellar development, in which both T; and
RORa act on the PC differentiation directly and indirectly via the promoting effect on
granular cell development can be proposed. However, the later and direct effects of Tz on PC
differentiation are unlikely to involve RORo since we have shown that RORa does not
influence this later step of differentiation (Boukhtouche et al., 2006a).

When homozygous, the murine staggerer mutation in the Rora gene leads to
cerebellar atrophy due to the degeneration of most of the PCs (Sidman et al., 1962; Sotelo and
Changeux, 1974; Herrup, 1983; Vogel et al.,, 2000; Doulazmi et al., 2001). Several
histological studies of the Rora®®”® cerebellum show that the remaining PCs are immature and
display atrophic dendrites, devoid of spines (Bradley and Berry, 1978; Sotelo and Privat,
1978; Sotelo, 1990). The differentiation abnormalities observed in homozygous staggerer
mice are similar to those observed in hypothyroid rats, but are aggravated in RORa-deficient
mouse. This implies that RORa acts on additional processes in the cerebellar development,
different from the ones induced by thyroid hormones. This hypothesis is strengthened by the
recently demonstrated neuroprotective role of RORa (Boukhtouche et al., 2006b).

In conclusion, our results suggest that RORo might play a critical role in the early Ts-

induced dendritic differentiation of PC.
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Figure legends

Figure 1: Dose-dependant effect of T; on early PC dendritic differentiation.
Organotypic cultures of PO cerebella kept 7 DIV were treated with OnM T3 (A-B), 3nM T; (C-
D), 30nM Ts (E-F) or 100nM T3 (G-H). A, C, E, G : PCs were revealed with CaBP
immunolabelling. B, D, F, H : Quantitative distribution of PCs between stages 1 to IV.
Fusiform PCs with a bipolar shape are defined as stage I (white arrow), PCs with regressive
atrophic dendrites all around the soma are defined as stage Il (white arrowhead), PC with one
or more perisomatic protrusions are defined as stage III (empty arrow) and PCs with
identified dendritic tree are classified in stage IV (empty arrowhead). Scale bar corresponds to

20pm.

Figure 2: T3-induced increased level of RORa protein in both PC and
interneurones.

PO cerebellar slices kept 7DIV were treated with 0 or 30nM T3. A: Immunoblot
analysis of RORa in extracts of untreated or Ts-treated cerebellar slices. B: Organotypic
cultures after 7 DIV with no Ts treatment. RORo-expressing cells are identified by ROR«
immunolabelling in green, and PCs were revealed by CaBP immunolabelling in red. Note that
all RORa-expressing cells are PCs in the merged image. C: Organotypic cultures after 7 DIV
with 30nM Tj; treatment. RORo-expressing cells are identified by RORo immunolabelling in
green, and both PCs (empty arrow) and interneurones (white arrow) were revealed by
parvalbumin immunolabelling in red. Note that both PCs and interneurones were found to
express RORa, and appear as red cells with yellow nuclear labelling in merged image. D:
Fluorescence density of RORa immunolabelling was measured within each PC nucleus with

MetaMorph software. Average values from multiple cells +/- SEM are shown.

Figure 3: mRNA levels of Roral and Rora4 in Ts-treated organotypic cultures.

PO organotypic cultures were cultured without T3 (white bars) or T3 30nM (black
bars) Levels of mRNA were determined by real time RT-PCR and standardized to /8s ¥yRNA
after Oh, 6h, 24h or 7 days of Ts treatment. The data presented are shown as the mRNA fold
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independent cerebellar slices extracts (n = 1).

Figure 4: T; treatment failed to induce differentiation in early RORo-deficient
staggerer PCs in organotypic cultures.

PCs in organotypic cultures from wild-type (A-C) or RORa-deficient Rora*®*® (B-D)
PO mice revealed by CaBP immunolabelling after 7 DIV without T3 (A, B) or with 30nM Ts.
PCs from wild-type responded to T treatment: with OnM T3, PCs were mostly in stage 11
(white arrow in A) whereas they were in stages II (empty arrow in C) and III (empty
arrowhead in C) under 30nM T3 treatment. Rorasg/sg PCs were unresponsive to T3 treatment
since they remain in stage I (white arrowhead) without (B) or with 30nM T3 treatment (D).

Scale bar represents 20 pm.
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Discussion

Dans ce travail de thése, je me suis intéressée au réle de RORo dans la survie et la
différenciation neuronale. Le phénotype cérébelleux du mutant staggerer (mutant "perte de
fonction" de ROR) était bien connu; en s'appuyant sur ces données, le but de mon travail a
¢té de déterminer la (les) fonction(s) cellulaire(s) de RORo afin de mieux comprendre son

role dans le développement du cervelet.

Bien que le ligand physiologique de ROR« ait été identifié, ROR reste un récepteur
nucléaire dont la manipulation est rendue difficile par 'absence d'effecteur pharmacologique
capable de moduler son activité transcriptionnelle. En effet, son ligand est tres
vraisemblablement le cholestérol ou le sulfate de cholestérol (Kallen et al., 2002; Bitsch et al.,
2003), une molécule abondante dans les cellules et indispensable a diverses fonctions
cellulaires. Ainsi, moduler I'activité de RORo en modifiant les concentrations cellulaires de
cholestérol entraine des dysfonctionnements cellulaires importants, indépendants de RORao:
on peut citer en exemple l'influence du taux de cholestérol sur la fluidité membranaire. Afin
de moduler l'activit¢ de ROR 0, nous avons choisi de moduler son expression. Il a été montré
que ROR est actif de fagon constitutive, tout du moins actif sans apport de ligand exogene
(Atkins et al., 1999), ceci étant trés probablement lié¢ au fait que les cellules contiennent

suffisamment de cholestérol pour permettre l'activité de RORaL.

Afin de mieux comprendre les fonctions de RORo dans le développement du
cervelet, nous nous sommes demandé si la surexpression de RORo pouvait jouer un role dans
la différenciation et la survie de neurones en culture dans 2 mode¢les: cultures primaires de
neurones corticaux et cultures organotypiques de cervelet. Nous avons en outre analysé en
culture la différenciation de cellules de Purkinje dépourvues de ROR« puisque, de fagon trés

g/sg

inattendue, les cellules de Purkinje issues de cervelets de souris Rora™®”® survivent trés bien

en culture.

Notre étude nous a permis de mettre en évidence que ROR« peut exercer un role
neuroprotecteur en diminuant le stress oxydatif dans les neurones via des protéines anti-

oxydantes telles que la Glutathion peroxydase 1 (Gpx1) et la Peroxiredoxine 6 (Prx6).

Nous avons aussi mis en évidence le role crucial de RORo dans la différenciation
précoce des cellules de Purkinje, et montré que ROR« est un acteur moléculaire déterminant
dans l'action de I'hormone thyroidienne T; dans cette phase précoce de différenciation

dendritique.
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Je discuterai les résultats obtenus ainsi que les hypotheses quant au mode d'action de

ROR« pendant le développement et le vieillissement du cervelet.

I. ACTION DE RORO. DANS LA SURVIE NEURONALE

I.1. RORq protége les neurones corticaux en culture en régulant le stress

oxydatif.

Le stress oxydatif, 1i¢ & une forte production de radicaux libres, induit une toxicité
cellulaire qui peut mener a la mort cellulaire. Cette toxicité est liée a une forte concentration
en ions hydroxyles, responsables d'une attaque radicalaire des composés cellulaires et de la
dégradation de nombreuses molécules organiques, en particulier de la cassure des double-
brins d'ADN et de la désorganisation des lipides, qui a des conséquences graves sur l'intégrité
des membranes. Il est a noter que la production de radicaux libres n'est pas forcément toxique;
en effet, elle est trés souvent impliquée dans la transduction du signal, puisque de nombreuses
protéines voient leur fonction modulée en fonction de leur état redox: on peut citer en
exemple I'oxydation des ponts disulfures intra- ou inter-protéiques. La production de radicaux
libres devient toxique lorsque les mécanismes de détoxification sont insuffisants, comme c'est
le cas lors d'un stress trop important li¢ par exemple a un agent oxydant pro-apoptotique.
Cette insuffisance des mécanismes de détoxification est mise en cause dans les processus de
sénescence cellulaire, ce qui conduit a suggérer que les radicaux libres jouent un rdle
prépondérant dans le vieillissement. Le stress oxydatif semble étre un élément causal dans
I'induction de la mort par nombre d'agents pro-apoptotiques. De plus, lors de la mort
cellulaire, qu'elle soit ou non de nature apoptotique, le dysfonctionnement mitochondrial

conduit a un stress oxydatif, qui favorise la mort cellulaire.

Les neurones sont des cellules particulierement sensibles au stress oxydatif. Nous
avons montré que ROR« est capable de protéger partiellement des neurones corticaux en
culture primaire contre l'apoptose induite par différents inducteurs: le peptide AB(25-35), le
cp-céramide ou encore le peroxyde d'hydrogene H,O, (Article I). Ces molécules induisent
'apoptose en induisant un stress oxydatif: en effet, I'ajout concomitant d'anti-oxydants permet
de bloquer l'apoptose induite par ces agents. Nous avons ainsi analysé la production de
radicaux libres dans les neurones et avons observé une diminution significative dans les

neurones qui surexpriment RORo. Nous avons par la suite montré que la protection est en
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partie liée a une augmentation de I'expression de protéines anti-oxydantes Gpx1 et Prx6. La
surexpression de RORo permet donc une meilleure protection contre un stress oxydant.
ROR« controle-t-il transcriptionnellement l'expression de ces enzymes anti-oxydants? La
question reste posée. On peut émettre 1'hypothése que ROR active la transcription de ces
genes. Une recherche in silico a mis en évidence un RORE (élément de réponse & ROR)
potentiel dans le promoteur du geéne codant pour Prx6. Bien que ces enzymes soient en partie
responsables de la neuroprotection conférée par RORa, le niveau de surexpression est
relativement peu important (d'un facteur 2,5 et 2,7 pour Gpx1 et Prx6 respectivement), et on
ne peut exclure 1'hypothése que ROR« ne contrdle pas directement 1'expression de ces génes,
suggérant que cette surexpression n'est pas la conséquence d'une activation transcriptionnelle
par ROR« sur leur promoteur. Dans les neurones corticaux surexprimant RORo, nous avons
analysé l'expression d'autres protéines impliquées dans la dégradation des radicaux libres et
avons observé une augmentation significative de l'expression de la peroxiredoxine 4 (Prx4; un
enzyme de la famille de Prx6) et de la thioredoxine 2 (un co-facteur des peroxiredoxines). De
facon intéressante, 1'expression du geéne codant Prx4 est diminuée dans le cervelet des souris
staggerer comparé aux sauvages a 'dge embryonnaire E17 (Gold et al., 2003). Ceci suggere
que ROR entraine une augmentation de 1'expression de ces enzymes in vivo chez la souris.
Par ailleurs, le géne codant pour 'homologue de Prx6 chez la drosophile est surexprimé en
réponse a une augmentation de I'expression de DHR3 (White et al., 1999), I'homologue de
RORao chez la drosophile: ce mécanisme anti-oxydant est donc déja présent chez la
drosophile. L'augmentation de 1'expression de plusieurs génes ayant la méme fonction n'exclut
pas que l'effet de RORa sur I'expression de ces genes soit indirect, et qu'il mette en jeu une

réponse adaptée suite a un stress cellulaire important.

Il serait intéressant de savoir si RORa exerce ce role anti-oxydant dans d'autres
tissus de l'organisme. En effet, qu'il soit direct ou indirect, l'effet anti-oxydant de ROR«
pourrait participer a la protection observée contre les processus liés a l'age, tels que
I'inflammation chronique, 1'ostéoporose et l'athérosclérose. La physiopathologie de ces
maladies implique un stress oxydatif important, contre lequel RORa pourrait agir, et ainsi

diminuer la progression de ces pathologies.
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.2. Roéle neuroprotecteur de RORa dans les cellules de Purkinje en

culture organotypique

Dans un mode¢le de culture qui pourrait reproduire ou se rapprocher de l'apoptose
développementale intervenant in vivo, nous avons également mis en évidence un effet
neuroprotecteur de RORa.. Lors de la mise en culture des tranches de cervelet de souris ou de
rat, un grand nombre de cellules de Purkinje meurt dans les premiers temps de la culture,
comme c'est le cas pour bon nombre de cultures primaires qui font intervenir une dissection
des tissus. Cependant, dans les cultures organotypiques de cervelet, I'importance de cette mort
dépend de 1'age auquel la culture est réalisée. Alors qu'une mort cellulaire intervient pour une
mise en culture jusqu'a PO et apres P7, la mort est massive pour des tranches de cervelet mises
en culture entre P1 et PS5, avec un pic pour les cultures réalisées a P3 (Dusart et al., 1997,
Ghoumari et al., 2000). Ces résultats ont suggéré que la mort de ces cellules, ou plutdt leur
mauvaise survie en culture, est le reflet d'une mort physiologique qui interviendrait in vivo a
cette période. Dans ce modé¢le de culture, nous avons montré que RORo permet une meilleure
survie des cellules de Purkinje a tous les ages testés, a savoir dans des cultures observées
apres 7 jours in vitro a partir de cervelets prélevés a E17, PO, P3 et P5. Cependant, la
surexpression de RORa ne permet pas de limiter la mort des cellules de Purkinje liée a 'age
de la mise en culture. En effet, on observe, dans les tranches infectées par le Lenti-hRORa,
que la survie diminue entre E17 et P5, méme si elle est toujours meilleure que dans les

cultures controles.

RORa est donc capable de protéger les cellules de Purkinje, mais permet une bien
meilleure survie dans les tranches réalisées a E17 et PO, compar¢ a celles réalisées a P3 et P5.
Ceci peut étre relié a une certaine latence de l'expression du transgene hRORa par le vecteur
lentiviral. Nous avons observé que la mort des cellules de Purkinje dans les tranches touche
une sous-population en particulier (cette observation sera discutée dans le §III), et la mort
massive des cellules de Purkinje intervient dans les premicres 24 heures pour les tranches
réalisées a P3 et P5, alors qu'elle intervient apreés plusieurs jours dans les tranches réalisées a
E17 et PO. Ainsi, les cellules de Purkinje infectées par le vecteur Lenti-hRORal pourraient
mourir avant que le transgeéne n'ait eu le temps de s'exprimer, ce qui de facto supprime toute
neuroprotection éventuelle. On peut cependant proposer une autre hypotheése pour expliquer

ces différences d'efficacité de protection en fonction de I'age: l'activit¢ de RORo elle-méme
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pourrait dépendre de l'age du cervelet, ou plus précisément du stade de différenciation des

cellules de Purkinje.

1.3. Hypothéses sur l'influence de RORa sur la survie des neurones au

cours du développement et du vieillissement.

RORa est indispensable a la survie des cellules de Purkinje pendant le
développement du cervelet in vivo, et est également impliqué dans la survie des cellules de
Purkinje pendant le vieillissement. Ce role est cohérent avec nos résultats concernant le role

neuroprotecteur de RORo.

En effet, il est établi que les neurones subissent une mort développementale, et leur
survie semble dépendre, au moins dans certains cas, de leur capacité a accéder a une quantité
suffisante de facteurs trophiques (Hamburger et Levi-Montalcini, 1949). 1l a ét¢ montré dans
des modeles cellulaires qu'une carence en facteurs trophiques entraine une production accrue
de radicaux libres responsable de I'induction de la mort (Satoh et al., 1996). On peut émettre
I'hypotheése qu'en diminuant le stress oxydatif dans les neurones, RORa limite leur mort in
vivo au cours du développement, pendant une période pendant laquelle ils sont en compétition
pour accéder a une quantité suffisante de facteurs trophiques. Chez le mutant homozygote
staggerer, la diminution de ce potentiel anti-oxydant pourrait €tre critique pour la survie des
cellules de Purkinje lors de l'apoptose développementale. Cette hypothése est renforcée par la
coincidence de la période supposée d'apoptose développementale des cellules de Purkinje
(située dans une fenétre allant de P1 a P7; Zanjani et al., 1996; Dusart et al., 1997; Ghoumari
et al., 2000; Kitao et al., 2004; Marin-Teva et al., 2004) et la période supposée de mort des
cellules de Purkinje chez le mutant Rora™®*® est située in vivo entre PO et P5 (Vogel ef al.,

2000).

Le stress oxydatif semble jouer également un role crucial dans la mort cellulaire liée
au vieillissement. En effet, une plus grande vulnérabilité face au stress oxydatif - ou une
diminution du potentiel de défense - liée au vieillissement semble intervenir dans la mort
cellulaire (pour revue, voir Higami et Shimokawa, 2000; Joseph et al., 2000; Sohal et al.,
2002). Bien que suffisante pour permettre la survie des cellules de Purkinje au cours du
développement, une demi-dose de protéines RORa chez les mutants hétérozygotes ne permet

pas la survie optimale des cellules de Purkinje au cours du vieillissement. On peut donc
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supposer que l'effet anti-oxydant de RORo protége également les cellules de Purkinje au

cours du vieillissement.

Par ailleurs, l'atrophie du bulbe olfactif décrite chez les mutants Rora*®*¢ (Monnier et
al., 1999) suggere que RORQ joue un role dans la survie des neurones de cette structure
pendant le développement. Ainsi, la perte de I'expression de protéines RORo fonctionnelles
entraine des anomalies de survie neuronale au cours du développement dans le cervelet et
dans le bulbe olfactif. Cependant, et étonnamment, bien que RORa soit fortement exprimé
dans d'autres régions du cerveau telles que le cortex cérébral (couche IV), le thalamus et le
noyau suprachiasmatique, aucune anomalie de survie de ces neurones n'a été¢ décrite a ce jour.
Ces données suggerent que ROR«a n'exerce pas la méme fonction de survie dans tous les

tissus, ou que la perte de la fonction de ROR« est compensée dans ces autres structures.

Dans I'hypothése d'une compensation de la fonction de RORo dans les structures qui
ne dégénérent pas chez le mutant staggerer, RORP est un candidat intéressant. RORJ est un
récepteur nucléaire de la famille des RORs, cod¢ par le géne Rorb (voir Introduction §1.2). Le
phénotype de la souris invalidée pour le géne Rorb suggere que ce récepteur nucléaire exerce
un role dans la survie cellulaire de certaines structures, en particulier de la rétine. RORJ est
fortement exprimé dans le cerveau, en particulier dans les neurones de la couche IV du cortex,
dans le thalamus, le noyau suprachiasmatique de I'hypothalamus, la glande pinéale (ou
épiphyse) et la rétine (Becker-Andre et al., 1994; Schaeren-Wiemers et al., 1997). Si l'on
compare ce patron d'expression avec celui de RORo (Matsui et al., 1995; Sashihara et al.,
1996; Steinmayr et al., 1998), on peut observer que l'expression coincide pour toutes ces
structures, excepté pour le cervelet et le bulbe olfactif, structures dans lesquelles RORa est
exprimé, mais pas RORP. Chez le mutant staggerer, ce sont en particulier ces deux structures
qui dégénérent: on peut donc émettre 1'hypothése que I'absence de ROR« est compensée par
l'expression de RORP qui permet alors une survie neuronale, excepté dans le cervelet et le
bulbe olfactif. RORo et RORP sont deux récepteurs nucléaires qui présentent de fortes
homologies de séquence - 91% pour le domaine de fixation & I'ADN - et sont capables de se
fixer sur le méme élément de réponse (RORE). Ceci suggére que RORP pourrait réguler
l'expression de génes identifiés comme étant des cibles de RORa, en particulier en absence de

RORo.
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On peut proposer d'autres mécanismes de compensation ou de régulation
différentielle de l'activit¢ de ROR« dans les différentes structures du cerveau qui expriment
ROR0O mais qui ne dégénérent pas chez le mutant staggerer. Rev-Erbo, un autre récepteur
nucléaire orphelin qui interagit négativement avec RORo a différents niveaux (voir
Introduction, § 1.3.5, 1.4 et 1.5), est fortement exprimé dans les cellules de Purkinje et dans les
cellules granulaires du bulbe olfactif (Chomez et al., 2000), cellules qui dégénerent chez le
mutant staggerer. La souris déficiente pour Rev-Erbo présente des anomalies de
développement du cervelet (Chomez et al., 2000). RORa et Rev-Erba entrent en compétition
dans la régulation de 1'expression de nombreux génes: RORo a un effet activateur alors que
Rev-Erba a au contraire un effet répresseur sur la transcription de ses genes cibles. L'absence
de RORo dans des cellules qui expriment fortement le récepteur antagoniste Rev-Erbal

pourrait donc étre critique pour la survie des neurones.

I1. ACTION DE RORO DANS LA DIFFERENCIATION NEURONALE

Bien que le phénotype cérébelleux le plus apparent chez les souris homozygotes
staggerer soit la mort massive des cellules de Purkinje accompagnée de 1'absence des grains,
les anomalies de différenciation des cellules de Purkinje sont trés importantes. En effet, les
cellules de Purkinje survivantes dans le cervelet adulte des mutants présente des
caractéristiques embryonnaires: elles continuent d'exprimer des protéines qui sont
normalement exprimées seulement au stade embryonnaire (Hatten et Messer, 1978; Trenkner,
1979; Edelman et Chuong, 1982) et leur multi-innervation par les fibres grimpantes persiste
anormalement (Crepel et al., 1980; Mariani et Changeux, 1980). Par ailleurs, l'arborisation
dendritique est rudimentaire (Bradley et Berry, 1978; Sotelo, 1978, 1990).

Comme la plupart des neurones dans le systtme nerveux central, les cellules de
Purkinje ont une morphologie bipolaire pendant leur migration. Lors de leur différenciation,
un processus de régression des prolongements neuritiques se produit dans ces cellules, avant
qu'elles ne développent leur arbre dendritique terminal. La différenciation tardive des cellules
de Purkinje (qui concerne l'expansion de l'arbre dendritique) dépend - entre autres -
d'interactions cellulaires (en particulier avec les grains, voir Introduction §I1.4.3 et §I1.5); au

contraire, |'étape de régression semble indépendante de ces interactions (Baptista et al., 1994).
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L'hormone thyroidienne est un facteur crucial dans le controle de la différenciation
des neurones, et en particulier des cellules de Purkinje du cervelet (voir Introduction §11.5.4;
Nicholson et Altman, 1972a, b; Lauder, 1978; Vincent et al., 1982). Son role est relativement
bien documenté dans les phases tardives de la différenciation de 1'arbre dendritique, celles qui
menent a la formation de l'arborisation complexe caractéristique des cellules de Purkinje.
Bien qu'il ait été montré que les hormones thyroidiennes jouent un rdle important des la
naissance, leur role dans les étapes précoces de différenciation dendritique est mal connu a ce

jour.
I.1. Role de RORa dans la différenciation des cellules de Purkinje

Nous avons montré que ROR« est crucial pour 1'étape de régression des neurites des
cellules de Purkinje au stade bipolaire embryonnaire (stade I). Alors que 1'absence de ROR«
chez les mutants homozygotes staggerer entraine en culture organotypique un arrét de la
différenciation des cellules de Purkinje a ce stade (les cellules de Purkinje ne parviennent pas
a entamer la régression des neurites), la surexpression de RORo accélere 1'étape de
régression. Cette étape est totalement dépendante de I'expression de protéines RORo
fonctionnelles puisque l'expression de RORo par transduction lentivirale dans des cultures
issues de cervelet staggerer permet de restaurer la progression normale de la différenciation.
Cet effet est vraisemblablement intrinséque puisque la surexpression de RORa dans une
cellule de Purkinje n'a pas d'effet sur la différenciation dendritique des cellules de Purkinje
voisines. Ces observations, en accord avec quelques études antérieures, suggerent que 1'étape
de différenciation dendritique précoce met en jeu des mécanismes intrinseéques, et ne nécessite
pas de facteurs extrinseques tels que les interactions cellulaires (Sotelo, 1978; Baptista et al.,
1994).

La surexpression de ROR« dans les cellules de Purkinje au stade bipolaire (stade 1)
entraine donc l'accélération de la différenciation jusqu'au stade IV. Cependant, de fagon
inattendue, la surexpression de hRORo n'a eu aucun effet sur la croissance des dendrites de
cellules de Purkinje a P7, a un stade ou elles ont déja élaboré des protrusions dendritiques et
mis en place un arbre dendritique (stades III et IV), suggérant que ROR n'intervient pas dans
la croissance dendritique tardive. L'effet de RORa, crucial dans les cellules de Purkinje avant
que l'arbre dendritique n'ait été élaboré, ne semble plus essentiel pour la croissance des

dendrites dans des cellules de Purkinje en stade IV. La surexpression de RORo a un stade
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précoce permet certes 1'accélération des phases tardives, mais seulement si la surexpression a
eu lieu dans des cellules de Purkinje qui n'ont pas encore élaboré d'arbre dendritique. Quant
au role de ROR« dans les étapes intermédiaires, a savoir la transition stade II - stade III, il a
été difficile de le tester. Pour répondre a cette question, nous avons testé l'effet de la
surexpression de hRORol dans des cellules de Purkinje mises en culture a P3 ou PS5,
lorsqu'elles sont in vivo dans un stade "cellule étoilée" pour la plupart d'entre elles (stade II).
Nous avons observé que les cellules de Purkinje en stade II ne survivent pas en culture (cette
observation sera discutée dans le §III.). Nous avons néanmoins tenté de surexprimer ROR«x
dans des cellules de Purkinje qui auraient atteint le stade II dans des cultures réalisées a PO,
aprés 7 jours en culture. Malheureusement, la transduction a l'aide du lentivirus s'est révélée
trés peu efficace dans des tranches apres 7 jours en culture, ce qui ne nous a pas permis de
réaliser d'étude quantitative. Nous n'avons donc pu répondre a cette question.

ROR« est exprimé dans le cervelet et en particulier dans les cellules de Purkinje des
E14 et jusqu'a I'age adulte. ROR est particulierement nécessaire a la différenciation précoce
de ces cellules, mais ne semble plus 1'étre dans les étapes plus tardives bien qu'il soit encore
exprimé. Ces résultats soulévent le probleme du controle de l'activit¢ de RORo (voir
Introduction §1.3.4.). Les récepteurs nucléaires sont des facteurs de transcription dont
l'activité est classiquement régulée par la fixation de leur ligand. Dans le cas particulier de
RORa, le ligand est le cholestérol, une molécule abondante dans les cellules au niveau des
membranes, mais dont la concentration et sa régulation dans le cytoplasme et dans le noyau
ne sont, a notre connaissance, pas décrits dans la littérature. Le cholestérol est-il capable in
vivo de modifier 'activité de RORa? la question reste posée aujourd'hui. Par ailleurs, RORa
semble étre actif de facon constitutive, sans apport de ligand exogeéne dans le milieu (Atkins
et al., 1999). 1l serait intéressant de déterminer in vivo les mécanismes de controle de I'activité
de RORoa. Dans le cervelet en développement, on peut toutefois supposer un role critique de

Rev-Erba dont 1'expression débute a P7 dans le cervelet (Chomez et al., 2000), et dont les

interactions avec RORa sont multiples (voir Introduction §1.3.5, 1.4 et L.5).
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I.2. Role des hormones thyroidiennes dans la différenciation précoce

des cellules de Purkinje

Les hormones thyroidiennes jouent un réle crucial dans le développement post-natal
du cerveau (Oppenheimer et Schwartz, 1997; Anderson, 2001). En effet, une hypothyroidie
congénitale entraine chez I'homme le syndrome connu sous le terme "crétinisme", li¢ en partie
aux anomalies développementales du cerveau. Le cervelet est également trés atteint. Chez le
rat, une carence en hormones thyroidiennes dans la période périnatale entraine des anomalies
de différenciation des cellules de Purkinje, et de migration des cellules granulaires post-
mitotiques (Altman, 1972a, b). Les effets des hormones thyroidiennes ont été longtemps
supposés médiés par les grains. Cependant, des études récentes montrent que l'hormone
thyroidienne Tz peut agir directement sur les cellules de Purkinje via le récepteur TRol

(Heuer et Mason, 2003).

1.2.1. Effet de I'hormone T3 sur la différenciation des cellules de Purkinje

en culture organotypique

Alors que les effets des hormones thyroidiennes sont connus dans les étapes de
différenciation dendritique tardive, nous montrons que la Tz est capable d'induire
l'accélération de la différenciation dendritique dans les étapes précoces. En effet, 1'ajout de 30
nM de T; dans le milieu défini de cultures organotypiques entraine l'accélération de la
différenciation dans des cultures réalisées a PO, lorsque les cellules de Purkinje sont donc
dans le stade I de différenciation au moment de la mise en culture. La T3 entraine également
cet effet dans des cultures réalisées a E17, lorsque les cellules de Purkinje sont dans un stade
de différenciation encore plus précoce. Cette accélération de la différenciation s'accompagne
d'une augmentation de I'expression de RORo au niveau ARNm et protéique. Nous avons vu
précédemment que RORo était impliqué de fagon cruciale dans les étapes précoces de
différenciation dendritique. Ce résultat suggere donc que ROR« contribue a la différenciation
induite par I'hormone thyroidienne dans cette étape. Cette hypothése est renforcée par le fait
que I'hormone thyroidienne n'exerce aucun effet sur la différenciation des cellules de Purkinje
des homozygotes staggerer qui restent bloquées dans le stade précédent la régression des
neurites. Il semble donc que, pour exercer son rdle dans la différenciation précoce, la voie

induite par 'hormone T; requiert l'expression de protéines RORo fonctionnelles.
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1.2.2. Lien entre les voies de I'hormone thyroidienne et RORq.

Chez les mutants staggerer, en dépit d'un niveau normal d'hormones thyroidiennes
dans le sérum (Messer et Hatch, 1984) et d'une expression normale des récepteurs aux
hormones thyroidiennes (Hamilton et al., 1996), 'activité de la thymidine kinase n'est pas
régulée chez les mutants staggerer en condition d'hyperthyroidie, contrairement aux souris
sauvages chez lesquelles on peut observer une augmentation de 1'activité de cet enzyme dans
ces conditions (Messer, 1988). Ceci suggere, en accord avec nos résultats dans la
différenciation des cellules de Purkinje en culture organotypique, que l'action des hormones
thyroidiennes nécessite 1'expression de ROR« pour étre effective. Cependant, ces études n'ont
pas permis de distinguer si RORa est un facteur qui agit en synergie avec les récepteurs des
hormones thyroidiennes (TRs), ou si RORa est un géne cible d'un TR activé par les hormones
thyroidiennes.

Les TRs se fixent sur leur ¢lément de réponse (TRE) dans le promoteur de leurs
genes cibles et active leur expression en présence de I'hormone (alors qu'ils la répriment en
son absence). Les TRs existent sous deux formes, o ou P, et sont capables de se fixer en
monomere, homodimeére ou hétérodimére (le plus souvent avec RXR) sur le TRE, qui est
compos¢ de deux demi-sites AGGTCA en position directe et séparés d'un nombre variable de
nucléotides (voir Introduction, figure 8). L'¢lément de réponse de RORa (RORE) quant a lui
est composé d'un site AGGTCA précédé d'une séquence de 6 paires de bases riche en A/T. On
peut supposer que RORa et TR peuvent réguler 'expression de méme genes dans le cas ou ils
comportent en amont des deux demi-sites AGGTCA, la séquence riche en A/T nécessaire a la
fixation de RORa, comme tel est la cas pour le géne y#-crystalline (Tini et al., 1994; Tini et
al., 1995). En effet, dans le cas ou les deux motifs AGGTCA sont précédés d'une séquence
riche en A/T, ROR« est capable d'augmenter l'effet transactivateur de TR, probablement en se
fixant sur le premier motif AGGTCA précédé d'une séquence riche en A/T alors que TRol se
fixe en monomere sur le deuxiéme motif AGGTCA (Koibuchi et al., 1999). De plus, certains
genes ont dans leur promoteur a la fois un TRE et un RORE, tel que le géne Pcp-2 (Zou et al.,
1994; Matsui, 1997), suggérant une possible action synergique de RORo et de TR activé par
la TH sur la régulation de ces geénes cibles. Ces données suggerent que ROR« peut interagir

dans la voie médiée par I'hormone thyroidienne en interagissant directement avec le TR sur le

182



Discussion

promoteur de genes cibles dans les cellules de Purkinje, puisque ces deux récepteurs y sont
exprimes.

Certaines ¢études suggerent ¢également un controle de l'expression de Rora par la voie
médiée par 1'hormone thyroidienne. En effet, I'expression de Rora est diminuée dans le
cervelet des rats hypothyroidiens alors qu'un traitement par 'hormone thyroidienne T4 permet
de rétablir 1'expression normale de Rora (Koibuchi et Chin, 1998; Koibuchi et al., 2001).
Cependant cette observation ne démontre pas un effet direct car on ne peut exclure une
diminution de l'expression de RORa dans des cellules de Purkinje dont la différenciation est
anormale en condition d'hypothyroidie. Notre étude réalisée dans les cultures organotypiques
de cervelet a PO montre elle aussi une augmentation des ARNm du géne Roral en réponse a
un traitement par 1'hormone Ts, suggérant une augmentation de l'expression du gene. Notre
¢tude ne permet pas de déterminer si Rora est un gene cible d'un TR, bien qu'une analyse in
silico du promoteur du geéne Rora ait révélé la présence de TRE putatifs. Des études
supplémentaires sont nécessaires pour déterminer si TRo. ou TR est capable de se fixer sur

ces séquences et de réguler I'expression de Rora.

11.2.3. Le role de ROR«a dans la différenciation est-il restreint aux cellules

de Purkinje de souris?

RORa intervient de fagon cruciale dans la différenciation précoce des cellules de
Purkinje, en partie dans les premieres étapes qui concernent la régression des neurites dans les
cellules de Purkinje de morphologie bipolaire, réminiscente de leur phase de migration.

RORa est un récepteur nucléaire exprimé dans de nombreux types neuronaux dans le
systeme nerveux central. Nous avons montré (voir article I) que ROR« était exprimé des E14
dans les neurones corticaux, mais il est également exprimé dans les neurones de nombreuses
structures du cerveau (Matsui et al., 1995; Sashihara et al., 1996; Steinmayr et al., 1998; Ino,
2004). 1l serait donc intéressant de savoir si RORa exerce également un role dans la
différenciation d'autres neurones. Dans des expériences tres préliminaires, nous avons testé si
RORa pouvait exercer un role dans la différenciation de neurones corticaux en culture
primaire. Ainsi, dans le modele de culture décrit dans l'article I, nous avons surexprimé
hRORa«1 par transfection dans les neurones le jour de la mise en culture, a E14. A cet age, les
neurones sont post-mitotiques et sont tres peu différenciés, dépourvus d'arborisation

dendritique. Dans ce modele, les neurones controles se différencient de fagon autonome. Nous
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avons pu observé dans ces expériences que la surexpression de hRORal entrainait une
accélération de la différenciation: la longueur des neurites ainsi que le nombre de
branchements neuritiques était significativement plus élevés apres 2 et 3 jours en culture. La
différence n'est cependant plus significative les jours suivants. Ces résultats suggeérent que
l'effet de RORo dans la différenciation précoce des neurones n'est pas restreint aux cellules de
Purkinje du cervelet.

Les mécanismes génétiques contrdlant la régression dendritique et plus largement le
remodelage des neurites au cours du développement sont assez peu connus chez les
mammiferes. En effet, RORa est le premier facteur impliqué dans cette étape cruciale de
différenciation. En revanche, chez les insectes, le rdole de l'hormone stéroidienne 20-
hydroxyecdysone (ou ecdysone) dans ce processus de régression et de remodelage des
dendrites au cours du développement et de la métamorphose a été clairement mis en évidence
(Weeks et Levine, 1990; Weeks, 2003). De facon intéressante, un des genes cibles de
l'ecdysone chez les insectes est 'homologue de RORo (DHR3 chez Drosophila melanogaster
(Koelle et al., 1992), CHR3 chez Caenorhabditis elegans (Kostrouch et al., 1995) et MHR3
chez Manduca sexta (Palli et al., 1992)). On peut donc émettre I'hypothése que le mécanisme
d'action de RORo dans le remodelage des neurites soit conservé entre les insectes et la souris,
et supposer que les effets de 1'ecdysone chez ces insectes soient médié par I'homologue de
RORo. De plus, chez les mammiféres, I'hormone thyroidienne est considérée comme
I'équivalent fonctionnel de l'ecdysone, les deux hormones étant notamment responsables de
l'induction de la métamorphose chez les insectes et chez les amphibiens respectivement (pour
revues, voir Tata, 1993, 2000, 2005). Ainsi, l'interaction connue de la voie de l'ecdysone
mettant en jeu DHR3 pourrait également exister chez les mammiféres et mettre en jeu la TH

et RORoL.
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II1. L'ETAPE DE REGRESSION DENDRITIQUE EST-ELLE LIEE A UNE
APOPTOSE DEVELOPPEMENTALE DES CELLULES DE PURKINJE?

CONSEQUENCES CHEZ LE MUTANT STAGGERER

Les études réalisées nous ont permis de mettre en évidence un role de ROR« a la fois
dans la survie des neurones par le controle du stress oxydant induit par des agents pro-

apoptotiques et dans la différenciation précoce des cellules de Purkinje.

Des ¢études indirectes suggeérent que la mort des cellules de Purkinje chez les mutants
homozygotes staggerer intervient entre PO et P5 (Vogel et al., 2000). Cette période
correspond a la période pendant laquelle interviendrait l'apoptose développementale des
cellules de Purkinje, située entre P1 et P7 (Zanjani et al., 1996; Dusart et al., 1997; Ghoumari
et al., 2000; Kitao et al., 2004; Marin-Teva et al., 2004). De plus, nous avons montré que
ROR« contrdle les étapes précoces de différenciation dendritique, plus particulierement
I'étape de régression qui semble intervenir, d'aprés nos observations, in vivo chez la souris
entre PO et P6. RORa ne semble plus jouer de role crucial dans la différenciation a P7,
puisque sa surexpression dans des cultures organotypiques a P7 n'a pas influencé la croissance

dendritique.

De cette analyse, il apparait que la période située entre la naissance et P7, est
particuliérement critique pour le développement du cervelet chez la souris. RORo est
impliqué d'une maniere intrinséque dans la survie des cellules de Purkinje et dans leur
différenciation pendant cette période. De plus RORo contrdle - via la régulation de
I'expression du signal mitogene Shh par les cellules de Purkinje (Gold et al., 2003) - la
prolifération des précurseurs des grains. ROR« intervient donc de fagon cruciale a plusieurs
étapes-clés du développement du cervelet, en agissant sur la survie et la différenciation des
cellules de Purkinje, et en contrdlant la genése des grains qui vont constituer la majorité des

cellules du cervelet.

Les études réalisées dans les cultures organotypiques ont mis en évidence le role
crucial de RORao dans la régression des dendrites. La surexpression de RORo dans des
Purkinje bipolaires (stade I) entraine l'accélération de la différenciation dendritique jusqu'au

stade ou la cellule présente son arborisation caractéristique (stade IV). Cependant la
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surexpression de ROR« dans des cellules de Purkinje de stade III (stade ou elles présentent
des protrusions périsomatiques) n'a pas mis en évidence de role de RORa dans la
différenciation dendritique. Cependant, il n'a pas ¢été possible d'é¢tudier I'effet de la
surexpression de RORao dans des cellules de Purkinje en stade II (stade cellule étoilée), car la
mise en culture des tranches entraine la mort des cellules de Purkinje qui sont en stade II a ce
stade. En effet, in vivo, la différenciation des cellules de Purkinje n'est pas synchrone, la
régression des dendrites intervient entre PO et P7, avec une proportion trés importante de
cellules en stade II a P3 et P5. Nous avons observé que les cellules de Purkinje en stade II au
moment de la mise en culture ne survivent pas dans les tranches aprés 24 heures de culture.
Les cellules de Purkinje qui survivent dans les cultures réalisées a P3 et P5 sont celles qui
sont encore en stade I ou celles qui sont déja en stade III de différenciation. Ces observations
montrent que les cellules de Purkinje dans le stade II sont particuliérement sensibles a la mise
en culture. L'étape de régression des dendrites semble donc étre une période critique pour leur
survie, qui pourrait se traduire in vivo par une plus grande susceptibilité¢ a divers stress tels
qu'une carence en facteurs trophiques et conduire ainsi a l'apoptose développementale pour un
certain nombre d'entre elles. Dans cette étape critique, on peut donc supposer que l'expression
de ROR« est indispensable a la différenciation correcte des cellules de Purkinje et permet leur

survie en exergant un role neuroprotecteur anti-oxydant.
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Conclusions & Perspectives
I

Au cours de cette thése, nous avons mis en évidence le role crucial de RORo dans

les processus de différenciation et de survie neuronale.

Nous avons en particulier révélé le role qu'exerce RORo au cours des étapes
précoces de la différenciation dendritique des cellules de Purkinje pendant le développement,
et le role neuroprotecteur que RORo pouvait conférer en contrélant le stress oxydatif dans les

neurones via une surexpression des enzymes Gpx1 et Prx6.

L'analyse du phénotype des mutants hétérozygotes staggerer suggere que ROR«x
joue un role important dans la survie et la différenciation des cellules de Purkinje au cours du
vieillissement. 1l serait intéressant d'étudier le role de ROR« pendant le vieillissement normal,
en modifiant son expression: une surexpression de RORo in vivo par infection d'un vecteur
lentiviral exprimant RORa permettrait de déterminer si ce récepteur nucléaire influence la
survie des cellules de Purkinje au cours du vieillissement. On peut également envisager une
stratégie inverse d'inhibition de 1'expression de RORa au cours du vieillissement normal (a
l'aide de l'infection in vivo d'un vecteur lentiviral exprimant un sh-RNA qui cible

spécifiquement l'expression de ROR).

Il en est de méme pour I'hypotheése du role de RORo dans la différenciation des
cellules de Purkinje au cours du vieillissement: il serait intéresser d'étudier l'influence d'une
surexpression ou d'une diminution de son expression spécifiquement au cours du

vieillissement.

Nous avons mis en évidence le role de ROR« dans la différenciation, cependant, les
mécanismes par lesquels RORo exerce cette action restent a déterminer. En effet, il est
vraisemblable que ROR agisse dans les cellules en controlant spécifiquement l'expression de
genes cibles. L'étude du transcriptome du cervelet des souris staggerer a E17 (Gold et al.,
2003) a mis en évidence le contrdle de la prolifération des cellules granulaires par RORq, et a
mis en évidence un certain nombre de génes impliqués dans I'homéostasie calcique. Il sera, a
l'avenir, intéressant de déterminer quels sont les mécanismes génétiques sous-jacents aux

r6les connus de ROR.

Les résultats obtenus au cours de cette thése concernent l'isoforme RORa1. En effet,
la surexpression de ROR04 n'exerce pas de role neuroprotecteur dans les neurones corticaux,
et I'effet de ROR04 dans la différenciation des cellules de Purkinje n'a pas été testé. Il sera

¢galement intéressant de comprendre les différences d'activité, entre les isoformes RORaol et
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RORo04, dont le patron d'expression est similaire dans le cervelet. Peut-étre ces différences
d'activité sont-elles liées a des différences de geénes cibles controlés par l'une ou l'autre
isoforme? En effet, les différences entre ces isoformes résident dans la partie N-Terminale de
la protéine, dans le domaine modulateur, qui est impliqué dans la reconnaissance spécifique

de la séquence riche en A/T en amont du site consensus AGGTCA du RORE.

Nous avons vu que RORa est exprimé dans le cervelet dés E14; cependant son
action dans la différenciation dendritique semble concerner les cellules de Purkinje avant P7,
alors qu'il continue d'étre exprimé apres cette période. Il est vraisemblable que son activité
soit régulée par d'autres facteurs, tels que Rev-Erbo. Ainsi, connaitre la facon dont sont

régulées l'expression et l'activit¢ de ROR reste également une question cruciale.
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Article IV: The "CholesteROR" protective pathway in the vascular
system.

Fatiha Boukhtouche, Jean Mariani & Alain Tedgui.

Arterioscler Thromb Vasc Biol, 24(4): 637-643, 2004.

Abstract

Retinoic acid receptor-related Orphan Receptor o (RORa) is a member of the nuclear
hormone receptor superfamily. RORa has long been considered as a constitutive activator of
transcription in the absence of exogenous ligand; however, recently, cholesterol has been
identified as the natural ligand of RORa.

The spontaneous staggerer mutation is a deletion in the Rora gene that prevents the
translation of the ligand binding domain (LBD), leading to the loss of the RORa activity. The
homozygous Rora*®*¥ mutant mouse, of which the most obvious phenotype is ataxia
associated with cerebellar degeneration, also displays a variety of other phenotypes, including
several vascular ones, in particular dysfunction of smooth muscle cells and enhanced
susceptibility to atherosclerosis. Moreover, RORa appears to participate in the regulation of
plasma cholesterol levels. It has been shown to positively regulate apolipoprotein (Apo)-Al
and Apo-CIII gene expression. Yet, its activity is regulated by cholesterol itself, making

RORua« an intracellular cholesterol target.
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The “CholesteROR” Protective Pathway in the
Vascular System

Fatiha Boukhtouche, Jean Mariani, Alain Tedgui

Abstract—Retinoic acid receptor-related Orphan Receptor « (ROR«) is a member of the nuclear hormone receptor
superfamily. ROR« has long been considered as a constitutive activator of transcription in the absence of exogenous
ligand; however, cholesterol has recently been identified as anatural ligand of RORa. The spontaneous staggerer (sg/sg)
mutation is a deletion in the Rora gene that prevents the translation of the ligand-binding domain (LBD), leading to the
loss of ROR« activity. The homozygous Rora®® mutant mouse, of which the most obvious phenotype is ataxia
associated with cerebellar degeneration, also displays a variety of other phenotypes, including several vascular ones; in
particular, dysfunction of smooth muscle cells and enhanced susceptibility to atherosclerosis. Moreover, ROR« appears
to participate in the regulation of plasma cholesterol levels, and has been shown to positively regulate apolipoprotein
(apo)A-I and apoC-I11 gene expression. Y et its activity is regulated by cholesterol itself, making ROR« an intracellular
cholesterol target. (Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2004;24:637-643.)

Key Words: RORa m cholesterol m statins m atherosclerosis m lipid homeostasis

etinoic acid receptor-related Orphan Receptor «

(RORG), initially described as an orphan nuclear recep-
tor, has recently been deorphanized by theidentification of its
natural ligand as cholesterol or a cholesterol derivative.l-2
RORa has been shown to be implicated in the development
and/or differentiation of many tissues, and provides protec-
tion against age-related degenerative processes, including
atherosclerosis. In addition, ROR« activates the apolipopro-
tein A-lI (apoA-1) and apoC-l1l gene transcription,34 modu-
lates the vasomotor tone of small resistance arteries, and
participates in the regulation of postischemic angiogenesis.>¢
This review focuses on the link between RORe, vascular
biology, and cholesterol homeostasis. Interestingly, recent
findings suggest that ROR« is an intracellular cholesterol
target.t

Céllular Roles of Cholesterol
Cholesterol is the predominant sterol present in the plasma
membrane. It is akey component of membrane structure with
functional roles, including modulation of membrane fluidity.
The distribution of cholesterol throughout the membrane is
heterogeneous, being the main component of the majority of
membrane lipid domains (lipid rafts) involved in a variety of
cell functions, including growth-factor signal transduction,
cellular adhesion, axon guidance, vesicular trafficking, and
membrane-associated proteolysis.”1* Cholesterol depletion
may have deleterious cellular effects, especially in neurons,
which display vast cellular membranes. During axonal
growth and synaptogenesis, neurons require the constant

supply of lipid molecules, including cholesterol, for the
synthesis of new plasma membrane.1213

Invitro or in vivo cholesterol depletion can be achieved by
treatment with statins, the competitive inhibitors of the
3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A (HMG-CoA) re-
ductase, a key enzyme in mevalonate metabolism. Statins
prevent the conversion of HMG-CoA to mevalonic acid and
the synthesis of bioactive sterol and nonsterol metabolic
intermediates deriving from the cholesterol synthesis path-
way.™ In vitro studies have shown that statins inhibit the
growth and proliferation of various types of cells, indicating
that cholesterol or nonsteroid isoprenoid products are re-
quired in the maintenance of cell functions. Using squalesta-
tin, an inhibitor of squalene synthase that selectively inhibits
cholesterol biosynthesis without interfering with other critical
reactions involving the generation of nonsterol metabolites,'s
it has been shown that the viability of neurons,6 aswell asthe
synaptic plasticity,’” depend on the intracellular cholesterol
content.

On the other hand, cholesterol is the precursor of many
steroids, and inborn errors of cholesterol synthesis are asso-
ciated with maformation syndromes,’81° such as Smith-
Lemli-Optiz Syndrome (SLOS) or holoprosencephaly. Cho-
lesterol is required during the posttrandlational modification
of Sonic hedgehog (Shh): cholesterol must be covaently
attached to the N-terminal component of the protein to
alow its auto-cleavage and its morphogenic function.2t Thus,
absence of cholesterol impairs Shh signaling during embry-
ogenesis. The hedgehog signaling pathway is fundamental in
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early embryonic patterning, and Shh mutations are associated
with holoprosencephaly in humans.22

The cellular concentration of cholesterol isregulated by the
control of its biosynthesis (de novo synthesis from acetyl
CoA) and uptake of circulating low density lipoproteins
(LDL) cholesterol. Reverse cholesterol transport (from pe-
ripheral cells to the liver) also occurs through high density
lipoproteins (HDL). An abnormal cholesterol metabolism
may have detrimental consequences, especially during ageing
when the membrane fluidity decreases.z3

In vivo, atered cholesterol metabolism or transport is
associated with cardiovascular and neurodegenerative dis-
eases, including atherosclerosis and Alzheimer's disease
(AD).

AD has been directly linked with cholesterol transport.
Apolipoprotein (apo)E is a major apolipoprotein in the
nervous system with a key role in cholesterol transport,
implicated in the removal of remnant lipoproteins by the liver
and in cholesterol efflux from peripheral cells. ApoE is a
major risk factor for AD since €4 allele dose (apoE4) has been
genetically associated with the occurrence of the disease in
patients with sporadic* and late-onset familia AD.2527
Atherosclerosis is the most common vascular disease in
which intimal accumulation of cholesterol and lipids consti-
tutes a key event in atherosclerotic plaque formation.2s

Cholesterol isessential for cellular viability, and homeosta-
sis of intracellular cholesterol is crucia to various cell
functions. In addition to its role in cell membrane structure
and function, cholesterol may regulate gene expression
through its binding to a ligand-dependant nuclear receptor;
recent studies have shown that cholesterol is a ligand of
RORa, which permitsitstranscriptiona activity.12 Thisisthe
first assertion that native cholesterol can activate a transcrip-
tion factor. Cholesterol derivatives (including steroid hor-
mones and vitamin D) and oxidized cholesterol derivatives
(oxysterols) are known to be signaling molecules,2-31 but
thisisthe first time that native cholesterol has been proposed
to activate a transcription factor.

Cholesterol Has Been Identified as the
Natural Ligand of ROR«

RORa, also called NR1F1,32 is a member of the superfamily
of the nuclear receptors33:34 that includes receptors for thyroid
and steroid hormones, retinoids, and vitamin D, as well as
several “orphan” receptors of unknown ligands. Ligands for
two of these receptors (peroxisome proliferator-activated
receptors [PPARs] and liver X receptor [LXR])3135 show that
products of lipid metabolism such as fatty acids,3637 prosta-
glandins,383° or oxidized cholesterol derivatives® can regu-
late gene expression by binding to nuclear receptors.

So far, three ROR isotypes (-«, -8B, -y) have been de-
scribed.40-43 No ligand has been identified for RORy yet,
whereas all-trans retinoic acid has recently been described as
aligand of RORB.#4

RORa was initially described as an orphan receptor and
has long been considered a constitutive activator of transcrip-
tion in the absence of exogenous ligand. Kallen et al' have
recently succeeded in crystallizing the ROR«a ligand-binding
domain (LBD) and revealed the presence of cholesterol in the

A/B [ D E F

NH,
NTD DBD Hinge LBD

A/T rich

AGGTCA

Figure 1. The RORa protein. At the top is a schematic repre-
sentation of a typical nuclear receptor. At the bottom is a depic-
tion of the ROR« protein conformation with its interaction with
its RORE promoter site. NTD indicates N-terminal domain; DBD,
DNA-binding domain; LBD, ligand-binding domain.

ligand-binding pocket. Further experiments on purified
RORa LBD have shown the presence of a fortuitous ligand:
cholesterol and 7-dehydrocholesterol (provitamin D;) were
shown to be the mgjor ligands present in the LBD.2

RORa LBD, expressed in Spodoptera frugiperda 9 (Sf-9)
insect cells, was in a liganded form with bound cholesteral,
which stabilizes the receptor in an agonistic conformation.t
Depletion of cholesterol in U20S osteosarcoma cells using
the statin lovastatin in LDL-free serum dramatically de-
creases the transcriptional activity of RORe, suggesting that
changes in intracellular cholesterol level are capable of
modulating the transcriptional activity of RORe«, which
implies that cholesterol is a “real” ligand rather than just a
structural cofactor.r Both RORa and ROR, two isotypes of
the ROR receptor subfamily, thus appear to be ligand-
regulated transcription factors, activated by different natural
ligands.

RORe«, a Widely Expressed Nuclear Receptor
Involved in Many Cellular Processes
RORa is expressed in several tissuesin which it activates the
transcription of specific genes. RORq, like al nuclear recep-
tors, is composed of a variable N-terminal region (A/B
region), a conserved DNA-binding domain (DBD) (C re-
gion), alinker, or hinge domain (D region), and a conserved
E region that contains the LBD (Figure 1). The LBD contains
an activation function motif (AF-2) responsible for ligand-
dependant transcriptional activation (reviewed by Aranda et

a*s).

RORa interacts as a monomer with the ROR response
element (RORE) sequence within the promoter regions of
target genes composed of a 6-bp A/T-rich region immediately
preceding a consensus AGGTCA motif.46-48 ROR« is aso
able to bind as a homodimer at direct repeats of the RORE
site separated by two base pairs, or direct repeat (DR2)
sites.4250 An N-terminal modulator region varies between the
four ROR« splice isoformes (termed RORal, -a2, -a3, and
RORa4, aso caled RZRa), alowing distinct interactions
with AT-rich sequencesjust upstream of the AGGTCA motif,
and distinct promoter recognition and transactivation proper-
ties through an identical DBD.46

RORa is a widely expressed nuclear receptor. In situ
hybridization has revealed RORa expression in the adult
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Figure 2. Physiological roles of RORa. The schema describes
the main target tissue of the RORa action with known associ-
ated protein implicated. “+” indicates a positive regulation of
the protein indicated, whereas “—” indicates a decrease.

brain in cerebellar Purkinje cells, inferior olive, olfactory
bulb, hippocampus, thalamus, cortex, suprachiasmatic nuclei
of the hypothalamus, and retinal ganglion cells.5%52 QOutside
the central nervous system, RORa mMRNA have been detected
in thymus, skeletal muscle, skin, heart, vessels, liver, lung,
gut, kidney tubules, whisker follicles, and pancreas.#0.51.53.54

RORe L oss-of-Function Mutant Mice

RORa functions have been studied with the help of the
staggerer (sg/sg) mutant mouse. sg/sg is a spontaneous
mutation consisting in a 122-bp deletion in the Rora gene that
shifts the reading frame and prevents the trandation of the
LBD of the protein.s3 A RORa« deficient mouse (Rora’~) has
been created by using a targeting vector in which a g-Gal
gene replaces the second zinc finger of the DBD of RORa.5*
The Rora”’~ mouse displays a similar apparent cerebellar
ataxic phenotype and massive cerebellar atrophy as the
Rora¥® mutant mouse, suggesting that the sg/sy mutation
represents a loss of function of the ROR« protein.

Cellular Roles of ROR«

RORa plays a magjor role in cellular differentiation during
development and growth of numerous tissues. In addition to
the cerebellar phenotype, further studies of the sg/sg mutant
mouse have shown a variety of agerelated phenotypes
beyond the cerebellum, including muscular atrophy, immu-
nodeficiencies, osteoporosis, and atherosclerosis (reviewed
by Jarvis et a5®) (Figure 2). Moreover, in the vascular system,
RORa has been shown to be implicated in postischemic
angiogenesis and in contractile functions of smooth muscle
cells (SMC). We will briefly summarize these different
abnormalities, and the vascular phenotype of the sg/sg mutant
mouse will be described.

Cerebellar Degeneration
In the cerebellum, the loss of function of the ROR« protein

causes a cell-autonomous developmental defect of the Pur-
kinje cell,%¢ leading to the absence of about 80% of the
Purkinje cells at 2 months of age.5” Purkinje cells seem to be
generated in a normal number at the embryonic stage, but
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undergo cell death most likely between postnatal ages of 0O
and 5 days.s8

The sg/sg mutation was initially described as recessive, but
a semi-dominant effect of the mutation has been highlighted.
Despite a lack of overt clinical phenotype in heterozygous
sg/sg mice (Rora¥"), Purkinje cell loss and a progressive
atrophy of the dendrites of the surviving cells have been
demonstrated in the cerebellum,5°-61 and clear abnormalities
in motor behavior have been revealed by using the rotarod
test.62 The molecular mechanisms underlying the cerebellar
sg/sg phenotype are still not understood, but both homozy-
gous and heterozygous cerebellar phenotypes suggest that
RORa plays a neuroprotective role during development and

ageing.

Osteoporosis
Susceptibility to osteoporosis has been reveadled in sg/sg

mutant, and ROR« has been implicated in bone formation
and maintenance. Bones of Rora¥® mice are thin, long, and
osteopenic compared with the wild-type C57BL/6 mouse.
RORa expression in mesenchymal stem cells derived from
bone marrow is increased during the osteogenic differentia-
tion. A direct control by ROR« on mouse bone siaoglyco-
protein and osteocal cin gene promoter has been characterized
and may account in part for the mechanism of action of
RORa in bone.s3

Skeletal Muscle

RORa is expressed in skeletal muscle and in proliferating
myoblasts during their differentiation to postmitotic multinu-
cleated myotubes, at least in vitro. RORa has a positive
influence on muscular development via the upregulation of
MyoD and p300 expression.®4 MyoD activates muscle-
specific gene transcription and promotes cell-cycle exit after
the induction of differentiation.s5-67 This study provides
evidence that RORal functions to positively regulate myo-
genesis (ie, muscle differentiation).

Roles of RORe in the Vascular System

RORa has been shown to beinvolved in the differentiation of
SMC, in the control of the vascular tone of small arteries, in
ischemia-induced angiogenesis, in lipid metabolism, and in
inflammation.

In the vascular system, RORa mRNA have been detected
in human SMC, endothelial cells (EC), as well as in mam-
mary arteries.5468 RORa expression is significantly de-
creased in human atherosclerotic plaques, whereas increased
expression is observed after treatment with interleukin (IL)-
1B, tumour necrosis factor « (TNF«), and lipopolysaccharide
(LPS) in both EC and human aortic SMC.5*

RORa Function and SMC Differentiation

RORa appears to be involved in the differentiation of SMC
of small arteries5 In Rora®* mutant mice, the expression of
the SMC differentiation markers, calponin and h-caldesmon,
are significantly decreased in mesenteric arteries. Moreover,
RORa isinvolved in the regulation of vascular tone of small
resistance arteries. Mesenteric resistance arteries of Rora¥®
mice display lower mean blood pressure, as well as reduced
flow-induced dilation and pressure-induced myogenic tone.
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The vascular reactivity of mesenteric resistance arteries in
response to vasoconstrictors and to endothelium-dependent or
-independent vasodilators is also impaired. Furthermore,
SMC from Rora¥® mice display a reduced expression of the
contractile protein SM-myosin, which might account for the
observed decrease in contractile function in Rora¥® mice.
Thus, ROR«a seems to be essential in the differentiation and
contractile function of SMC.

RORe« and Ischemia-Induced Angiogenesis
The role of RORa in angiogenesis has been assessed by

studying Rora®® mice with induced hindlimb ischemia.®
Femoral artery ligation induces a rapid and transient increase
in RORa MRNA in ischemic tissue. In Rora¥® mice, angio-
genesis is markedly enhanced after ischemia induced by
ligation of the femoral artery: capillary density isincreased in
the ischemic hindlimb, and leg perfusion is improved. Endo-
thelia nitric oxide synthase (eNOS) protein expression is
increased in Rora¥® mice, whereas the levels of antiangio-
genic cytokine I1L-12 are significantly reduced. These results
demonstrate that RORa is a potent negative regulator of
ischemia-induced angiogenesis.

ROR¢, Lipid Metabolism, and Atherosclerosis
Interestingly, the sg/sg mutation has been linked with several
aspects of atherosclerosis, including impairment of lipid
metabolism. RORa has been shown to bind to a RORE in the
promoter of the murine apoA-I and apoC-Ill genes, and to
directly regulate gene transcription,34 suggesting that ROR«
is a regulator of triglyceride and lipoprotein metabolism.
ApoA-| is the major constituent of HDL, and apoC-lll is a
component of both triglyceride-rich lipoproteins and HDL.
Rora¥® mutants show significantly reduced plasma triglyc-
eride levels associated with a strong decrease in apoC-I11
plasma concentrations,* suggesting a physiological role of
RORa in the regulation of plasma triglyceride metabolism in
the mouse. This finding is likely to also apply to humans,
since human RORa1 overexpression in HepG2 cells activates
human apoC-I1l promoter activity in cotransfection assays.
Although elevated triglycerides likely affect atherosclerosis
in humans, the effect of hypertriglyceridemia in mice is
modest.5® This might explain why, despite their decreased
hepatic apoC-111 gene expression,” Rora®® mice fed an
atherogenic diet develop more severe atherosclerosis than
wild type mice. In fact, Rora¥® mice show adecreasein HDL
levels related to a specific reduction of apoA-I gene expres-
sion in the intestine and decreased plasma apoA-l levels,
compared with wild type controls.” The increased suscepti-
bility to atherosclerosis was highly correlated with the hy-
poal phalipoproteinemia. Interestingly, the susceptibility to
atherosclerosis observed in Rora¥® fed an atherogenic diet
resembles the exacerbated atherosclerosis development in
female apoA-I—deficient mice crossed with human apoB
transgenic mice and fed a high fat diet to increase total and
LDL cholesterol.

Inflammation has been shown to play a maor role in
atherogenesis,”2 particularly through nuclear factor kB (NF-
kB) activation.”® Interestingly, ROR« exerts antiinflamma-
tory activities through inhibition of the NF-«B signaling
pathway (this aspect is described under “Inflammation”). It is
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Apo-Al lxBa
gene gene

transcription transcription
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H NF-xB
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\ Atherosclerosis

Figure 3. Mechanism of protection against atherosclerosis by
RORa. The schema shows the action of RORa on lipid metabo-
lism by the activation of the apoA-I gene transcription leading to
the increase of HDL, in conjunction with its action on inflamma-
tion by the activation of the I-kBa gene transcription, leading to
the decrease of the NF-«kB activity and the decrease of produc-
tion of inflammatory cytokines.

therefore likely that the enhanced atherosclerotic susceptibil-
ity of Rora¥® mice is related both to low HDL plasma levels
and to exaggerated inflammatory response to the high-fat,
high-cholesterol diet.

I nflammation
Inflammation is a key element in both atherosclerosis2 and

angiogenesis.”* Interestingly, abnormalities in immune-
inflammatory responses have been described in Rora®* mice.
Homozygous sg/sg mutants have a delayed thymic develop-
ment and a defect in terminating T-cell responses.”> More-
over, peripheral macrophages of sg/sg mutants produce an
abnormally high amount of proinflammatory cytokines IL-1,
IL-6, and TNFa on LPS stimulation,”® demonstrating a
general condition of macrophage hyperexcitability. Interest-
ingly, abnormal IL-18 cytokine production has been also
described in the brain after peripheral LPS treatment.””

RORa has been reported to inhibit inflammatory responses
in vascular SMC by transcriptional regulation of 1-kBa gene,
the inhibitor of NF-«B transcription factor activity. ROR«
negatively regulates the TNFa-induced inflammatory re-
sponse in SMC. Ectopic expression of RORal with an
adenoviral vector in human primary SMC leads to a de-
creased expression in IL-6, IL-8, and cyclooxygenase-2
(COX-2) in response to TNFa.88 Antiinflammatory activities
of RORa result from the inhibition of NF-«kB signaling
pathway by inducing I-kBa gene expression. Furthermore,
mRNA levels of 1-kBa are significantly reduced in aortas
from Rora¥® mice compared with controls, indicating an in
vivo control of I-kBa transcription by RORa. Antiinflamma-
tory effects of RORa may contribute to the prevention of
chronic inflammatory diseases in conjunction with regulation
of specific target genes such as apoA-l in atherosclerosis
(Figure 3).

Conclusion
RORa activates apoA-I transcription gene. ApoA-I, with
HDL, carries cholesterol from peripheral cells to the liver,
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preventing its accumulation in arterial walls. RORa seemsto
be a key regulator of plasma cholesterol level. It aso seems
to be involved in triglyceride metabolism, because apoC-II|
gene expression is positively regulated by RORa.* RORa,
whose transcriptional activity is activated by cholesterol
itself, is thus able to increase apoA-I expression, which leads
to the decrease of intracellular cholesterol content, suggesting
a negative feedback regulation of the intracellular cholesterol
content by RORw. This mechanism describes a new role for
RORa, which could act as an intracellular cholesterol level
target.

RORa exerts an antiatherogenic role both by inducing
apoA-I expression and by regulating inflammation. In mam-
malian cells, the concentration of cholesterol is relatively
high and might allow RORa to be constitutively active. In
vitro, RORa activity can be decreased by lowering intracel-
Iular cholesterol drugsin absence of LDL cholesterol, and can
be reactivated by adding cholesterol in depleted cells.t Thus,
this study suggests that conditions that affect the cellular
content of cholesterol, such as pharmacologic treatment or
diseases that affect the synthesis or metabolism of cholester-
ol, could modulate the RORa activity in vitro. Statins are
widely used in treatment of coronary artery disease (CAD).
Statins, which are inhibitors of the rate-limiting step of
cellular cholesterol synthesis, are the most commonly used
lipid-lowering drugs in the treatment of atherosclerosis.
Statins are very effective in lowering cholesterol levels,
mainly by reducing serum LDL cholesterol levels; by inhib-
iting intracellular cholesterol synthesis, statins enhance ex-
pression of LDL receptors at the cell surface and increase the
uptake of cholesterol by cells, resulting in LDL clearance
from the circulation”® and intracellular cholesterol supply.
Statins have aso been shown to exert antiinflammatory
actions.” Many of the pleiotropic effects of statins are
mediated by their ability to block the synthesis of important
isoprenoid intermediates, which serve as lipid attachments for
avariety of intracellular signaling molecules.2°-82 The poten-
tia inhibition of the antiatherogenic ROR« transcriptiona
activity by statins appears contradictory to the known bene-
ficial effects of statins in the vascular system, through their
antiinflammatory and antiatherogenic actions.”®

However, this apparent contradiction can be accounted for
by the in vitro model used. The modulation of the RORa
transcriptional activity by statins has been assessed inin vitro
studies with LDL serum-free medium.* However, total deple-
tion in intracellular cholesterol has detrimental effects, |ead-
ing to cell death. In vivo inhibition of cellular synthesis of
cholesterol by statins results in increased uptake of circulat-
ing LDL cholesterol, leading to a compensation of decreased
intracellular cholesterol synthesis. Therefore, it is most likely
that in vivo statin treatment does not result in total depletion
of cellular cholesterol, alowing ROR« to be active. Thereby,
in vivo statin treatment is unlikely to impair the protective
effects of ROR« in the vascular system.

RORa is strongly implicated in the differentiation process
of many cell types, and seemsto have a protective role during
ageing. Interestingly, RORa-deficient mice Rora¥¥ and
Rora”’~ display a cerebellar neurodegeneration and age-
related pathologies caused by a defect of survival and/or
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differentiation of cells. If some effects of cholesterol on
differentiation can be accounted for by the cellular need of
this component in the vast plasma membrane, some effects of
cholesterol could aso be mediated by the activation of the
nuclear receptor RORa, alowing the expression of target
genes implicated in the differentiation and cell survival.
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RORa (Retinoid-related Orphan Receptor) is a transcription factor belonging to the
superfamily of nuclear receptors. The spontaneous staggerer (sg) mutation, which consists of
a deletion in the Rora gene, has been shown to cause the loss of function of the ROR«a
protein. The total loss of ROR«o expression leads to cerebellar developmental defects,
particularly to a dramatic decreased survival of Purkinje cells and an early block in the
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pivotal factor controlling Purkinje cell survival and differentiation, from development to
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Abstract

RORu« (Retinoid-related Orphan Receptor) is a transcription factor belonging to the superfamily of nuclear receptors. The
spontaneous staggerer (sg) mutation, which consists of a deletion in the Rora gene, has been shown to cause the loss of
function of the RORu protein. The total loss of RORx expression leads to cerebellar developmental defects, particularly to a
dramatic decreased survival of Purkinje cells and an early block in the differentiation process. This review focuses on recent
studies which position RORx as a pivotal factor controlling Purkinje cell survival and differentiation, from development to
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Introduction

Staggerer (Rora™) is a spontaneous null mutation
consisting of a deletion in the gene encoding the
nuclear receptor RORw. Both RORa-deficient mice
— homozygous staggerer mutant mouse (Rora*®"¥) and
transgenic mice in which the Rora gene has been
disrupted (Rora '") — display a severe ataxic
phenotype associated with a strong cerebellar hypo-
plasia, a consequence of the degeneration of a large
majority of Purkinje cells during development and
the consequent absence of virtually all granule cells
(1,2). Interestingly, the few surviving Purkinje cells
display immature shapes and abnormal differentia-
tion. Moreover, both Purkinje cell survival and
differentiation have been shown to be also abnormal
in aged heterozygous staggerer mutants (Rora'’*%),
indicating a crucial role for ROR« in these processes
from development to ageing. This review focuses on
the recent findings which contribute to a better
understanding of the role of ROR« in the cerebellar
development, and particularly in the Purkinje cell
survival and differentiation throughout development
and ageing.

The nuclear receptor RORa

RORa  (Retinoic acid receptor related Orphan
Receptor o, also called NR1F1) (3) is a member of

the nuclear receptor superfamily, which includes
receptors for thyroid and steroid hormones, retinoids
and vitamin D (4,5). RORo has long been con-
sidered as an orphan receptor, constitutively active
in the absence of exogenous ligand (6,7). However,
RORo has since been shown to be activated by
abundant intracellular cholesterol (8).

RORu is composed of the characteristic nuclear
receptor domains (Figure 1). RORx has an amino-
terminal domain (A/B region), a DNA binding
domain (DBD or C region, conserved domain
among the members of the nuclear receptors family),
a hinge (D region) and a ligand binding domain
(LLBD or E region). The LBD contains a carboxy-
terminus activation function domain (AF-2),
responsible for ligand dependant transcriptional
activation. The DBD, composed of two zinc finger
motifs and a carboxy-terminal extension (CTE), is
involved in the recognition of DNA response
elements. The ROR response element (RORE)
sequence is composed of a 6-base pair A/T-rich
region immediately preceding a consensus
AGGTCA motif (9-11). ROR« interacts as a
monomer with RORE sequence within the promoter
regions of target genes, but RORu is also able to
bind as a homodimer at direct repeats of the RORE
site separated by two base pairs, or DR2 sites
(12,13).
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Figure 1. The RORx protein. (A) Schematic representation of a typical nuclear receptor. Below are indicated the sites of insertion of the

LacZ gene or the Neo cassette in the Rora™ '~

mice and the site of the staggerer (sg) deletion. (B) Depiction of the RORx protein

conformation with its interaction with its RORE promoter site. NTD: N-Terminal Domain. DBD: DNA Binding Domain. LBD: Ligand

Binding Domain.

By a combination of promoter usage and alter-
native splicing, the Rora gene gives rise to four
isoforms in human, ROR«1, «2, «3 and ROR«4 (also
termed RZRa), while only o1 and «4 isoforms have
been detected in the mouse (14-16). These isoforms
differ in their N-terminal modulator region, which
interacts with A/T-rich sequences of the RORE and
thus permits distinct promoter recognition and
transactivation properties through an identical
DNA binding domain (DBD) (9,14). Functionally
active RORE have been identified in a number of
putative target genes, but the functional regulation
by RORux in vivo remains to be demonstrated for
many of them. Micro-array analyses of the cerebellar
transcriptome in staggerer mutants followed by
chromatin immunoprecipitation experiments identi-
fied authentic RORu target genes in the cerebellum,
including genes involved in calcium signal transduc-
tion (Pcp2, Pcp4, Itprl) and the mitogenic factor
Sonic Hedgehog (Shh) (17).

RORu expression

RORu is a widely expressed nuclear receptor. ROR«
has been detected in many tissues including brain,
thymus, skeletal muscle, skin, heart, vessels, liver,
lung, gut, kidney tubules, whisker follicles and
pancreas (15,18-20). In the brain, iz sizu hybridiza-
tion and immunohistochemical analyses revealed
Rora expression in the cerebellum, in olfactory bulb,
hippocampus, thalamus, cerebral cortex (mainly in
layer IV), suprachiasmatic nuclei of the hypothala-
mus and retinal ganglion cells (18,21,22). In the
cerebellum, RORx mRNA and protein have been
detected at high levels in Purkinje cells (from age
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E13) and at lower level in stellate and basket
interneurones (Figure 2) (22).

RORu loss-of-function mutant mice

The homozygous staggerer mutant mouse displays a
strong ataxic phenotype due to a massive cerebellar
atrophy (Figure 2). The staggerer mutation has been
identified as a 6.5-kb genomic deletion within the
Rora gene, corresponding to a single 122-bp exon
deletion in the mRNA, which removes the start of
the LBD (see Figure 1A) and shifts the reading
frame, causing a stop codon 27 residues later. The
staggerer mutation thus prevents the translation of
the LBD of the RORu protein, involving the lack of
any transcriptional activity (19,23).

Two strains of mice lacking a functional ROR«
(Rora”'~ transgenic mice) have been generated, by
using a targeting vector in which a LacZ gene
replaces the second zinc finger of the DBD of
RORu« (18) or by inserting a neomycin cassette in the
first zinc finger of the DBD (24).

The strong decrease in Rora® allelic mRNA (19),
together with the similar cerebellar phenotype
displayed by both Rora®*¢ and Rora”’~ mutants
(18,24,25), suggests that the staggerer mutation is a
null mutation and thus leads to the loss of function
of RORa.

Studying the staggerer phenotype has led to the
discovery of many putative functions of RORa.
From the first identification of the developmental
cerebellar defect in homozygous szaggerer mutants in
1962 (1), the role of ROR« has since been expanded
beyond the cerebellum, in particular in the control
of circadian rhythms through the transcriptional
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Rorat/+

Roras9/sg

Figure 2. Cerebellar abnormalities in homozygous szaggerer mutants. Parasagittal cerebellar sections taken from the vermis of Rora™* (A, C)
and Rora®"¢ (B, D) mice 2-months old. A-B: Calbindin (CaBP) immunostaining (brown) reveals the extreme hypoplasia of Rora®®*
cerebellum (B) compared to a control littermate (A). Scale bars correspond to 500 ym. C-D: Immunohistochemistry of CaBP (red) and

RORu (green) reveal the expression of RORo in both Purkinje cells and interneurones in Rora

** cerebellum (C), whereas no RORo

labelling is detected in the cerebellum of the Rora®®® mutant mouse (D). In the Rora®®"® cerebellum, CaBP labelling reveals the
disorganization of Purkinje cells (which are not organized in a monolayer) and the atrophic and rudimentary dendrites. The antibodies used
were purchased from Swant (rabbit anti-CaBP) and from Santa-Cruz (goat anti-RORu1, sc-6062).

regulation of Bmall (26-30). Moreover, outside the
central nervous system, RORo has been shown to be
implicated in the development of many tissues and
in the differentiation process of many cell types, and
provides protection against age-related degenerative
processes including osteoporosis, atherosclerosis and
chronic inflammation (for review, see 31,32).

Proliferative and neuroprotective function of
RORua in the cerebellum

Mutant mice lacking functional RORo protein
(18,19) display a massive cerebellar degeneration
(1): most of the Purkinje cells degenerate (82% are
lost at two months of age (25)) while granular cells
are virtually all absent (33) in homozygous staggerer
mutants. According to Vogel and collaborators,
Purkinje cells die between the postnatal (P) day 0
and P5 (34). In the other parts of the brain, cell
losses have been reported only in the olfactory bulb
in the staggerer mutant mice (35).

To determine whether the effect of the sraggerer
mutation was direct (intrinsic) or indirect (extrinsic),
staggerer <= > wild-type chimeras were made by
aggregating two embryos at the 8-cell stage of
development. Analyses of these sraggerer chimeras
demonstrated that the Purkinje cell loss was a direct
consequence of the cell-autonomous action of the
staggerer mutation (36), which is consistent with
the distribution of RORx mRNA and protein in the
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cerebellum, where only Purkinje cells and interneur-
ones have been shown to express RORw (19,22,37).

The granule cell loss has been shown to occur as a
dual consequence of the PC loss. First, the study of
the developmental persistence of the external gran-
ular layer (EGL) together with the study of the post-
mitotic granular cell population in szaggerer chimeras
suggested that the reduced number of granule cells
due to the sraggerer mutation were the result of both
reduced granule cell genesis and increased cell death
(38). These hypotheses, based on the study of
chimeras, have been confirmed recently by a
molecular analysis of target genes of RORw in the
cerebellum (17). Microarray analyses of the devel-
oping Rora*®"¢ cerebellar transcriptome have shown
a decreased expression of proliferation markers,
while Shh has been identified as a RORx target
gene in the cerebellum (17). Quantification of BrdU
incorporation revealed a decreased granular cell
proliferation in Rora®"¢ organotypic cultures com-
pared to wild-type. Moreover, adding Shh in the
mutant slice preparations could restore normal
proliferation of granule cell precursors in Rora®"¢
slices (17), confirming a crucial role of Shh in the
granule cell proliferation (39). An indirect loss of
almost 60% of the cells within the inferior olivary
complex in Rora®®”¥ mutants has been also described
(40-42).

The neurodegeneration in Rora®*® mutants is
accompanied by a chronic inflammatory state.
Interestingly, stimulation of peripheral macrophages
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of Rora®*® mutants by lipopolysaccharide (LPS)
induces an abnormally high amount of pro-inflam-
matory cytokines IL-1, IIL.-6 and TNFuo (43). In
addition, Rora®*"¢ mice are more susceptible to LPS-
induced airway inflammation in the lung (44), and
RORux has been reported to inhibit inflammatory
responses in vascular smooth muscle cells (45). The
anti-inflammatory role of ROR« might be mediated
in some tissues through the direct transcriptional
control of the I-kBa gene, an inhibitor of the NF-«xB
transcription factor (45). Moreover, abnormal IL-1f
cytokine production has been also described in the
staggerer brain after peripheral LPS treatment (46),
demonstrating a general condition of hyperexcit-
ability which could increase the neurodegeneration.

The mutation was initially described as recessive,
since heterozygous Rora™*® mutants are behaviou-
rally normal, without cell loss in the young adult.
However, a Purkinje cell loss of about 25-35%
appears afterwards and mostly between 6 and 12
months of age (47-49), whereas in control, Purkinje
cell loss begins at 18 months to reach 25% at 24
months of age (49). The Purkinje cell loss in the
Rora™*® mutant is accompanied by both granule cell
(35%) and olivary neuron (30%) degeneration
(47,50). Interestingly, although the level of Rora”*®
Purkinje cell survival is similar between males and
females at 13 months, the time-course of the loss
depends on the sex in Rora™¢ mutants. In males, the
Purkinje cell loss starts from 1 month and continues
regularly up to 13 months. In contrast, in females,
Purkinje cell number remains stable up to 9 months
of age, then decreases to the same number as males
(49). These data indicate that Rora*’*¢ heterozygous
mutants undergo a more precocious Purkinje cell
loss during ageing. Moreover, unlike controls, in
which the later age-related Purkinje cell loss occurs
similarly between males and females, the Purkinje
cell loss time-course is influenced by the sex in
Rora*™¢ animals. Half-dose loss of functional RORx
has thus revealed an influence of gender in Purkinje
cell survival during ageing.

These results show that ROR« function is essential
for Purkinje cell survival during development and
ageing. Whereas half-dose of functional ROR«
protein seems to be sufficient to allow Purkinje cell
survival during development, Rora™* mutant PCs
are not protected against age-associated injuries.
Among these, an increased vulnerability to oxidative
stress is thought to play a critical role in age-related
cell death (reviewed in (51-53). The oxidative stress
homeostasis is known to play a crucial role in the
neuronal survival. The Harlequin (Hg) mutation,
which disrupts the Apoptosis-Inducing Factor (AIF)
gene, leads to an increased oxidative stress in brain
(54). Interestingly, a progressive granular cell loss
has been reported in the cerebellum of Hg/Hg
mutants, suggesting a critical role of the anti-oxidant
defenses in the neuronal survival during ageing.
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To test whether an increased RORx expression
could be neuroprotective, we have recently devel-
oped a recombinant lentiviral vector to perform
RORua overexpression in cultured neurons. The
survival rate of RORu-overexpressing cortical neu-
rons was evaluated in response to different stressors
disturbing redox homeostasis, such as Af peptide,
cy-ceramide and H,0O, (55). In this study, we have
shown that lentiviral-mediated hRORu1-overexpres-
sion provides neuroprotection against reactive
oxygen species (ROS)-induced apoptosis. Down-
regulation of Gpx1 or Prx6 by si-RNA experiments
partially suppressed the RORa-mediated neuropro-
tection, further demonstrating that this protection is,
at least in part, mediated by an up-regulation of the
anti-oxidant enzymes glutathione peroxidase 1 and
peroxiredoxin 6, which leads to a decrease of the
oxidative stress in neurons. ROR« appears thus as a
factor controlling the oxidative stress in neurons
(55).

We can therefore propose a model in which the
age-related increased Purkinje cell loss in Rora™¢
animals could be linked to the loss of the anti-
oxidant actions of RORw, whereas in wild type
animals the activity of RORa might reduce the
effects of oxidative stress, thus leading to a relative
neuroprotection during ageing compared to that
observed in the heterozygous staggerer mutant.
Further studies will be needed to determine whether
the observed Purkinje cell loss is linked to an
increased ROS production in Rora*’*¢ mutants.

Although the homozygous staggerer phenotype has
been described for the first time in 1962 (1), the
mechanism of Purkinje cell death in this mutant is
still unknown. Interestingly, several studies have
proposed the existence of a developmental Purkinje
cell death period, occurring around P3 (56-60). An
increased ROS production is thought to be involved
in developmental cell death, such as in trophic factor
starvation during development (61). In Rora®"¢
mice, Purkinje cell loss seems to occur during this
period (34). We may hypothesize that RORa’s
control of cellular oxidative damage such as those
induced by trophic deprivation renders it essential
for Purkinje cell survival during development.

More generally RORa seems to be involved in the
cellular stress response network. It has been shown
that hypoxia up-regulates expression of the Rora
gene, which is a target for HIF-1 that acts upon
binding to an hypoxia response element (HRE) in its
promoter (62). Moreover, an increased expression of
the Rora gene in cells exposed to a variety of different
cellular stresses, including H,O, (63) has been
reported. This strongly suggests that RORux is
involved in the response to different stress such as
hypoxia and oxidative stress, by regulating a subset
of genes involved in the control of oxidative stress.

Oxidative stress is also associated with the pro-
gression of neurodegeneration in several pathologies
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including Alzheimer’s and Parkinson’s diseases, and
spinocerebellar ataxia. Interestingly, a tie between
RORu and spinocerebellar ataxia type 1 (SCA1), a
polyglutamine repeat expansion disorder, has been
proposed in a recent review (64): recent data
indicates that RORz may bind ataxin-1 directly
and that RORx expression levels are decreased in the
SCA1 model. Oxidative stress has been shown to
increase the cell death in cellular models of SCAl
(65). The decreased expression of RORu in this
model could result in decreased antioxidant actions,
which would promote the cell death. It should be
noticed that RORa may intervene in human spino-
cerebellar ataxia also by other mechanisms: it has
been shown recently that RORx1 was repressed by
expanded ataxin-7, the abnormal protein of the
spinocerebellar ataxia type 7 (66).

RORa, a crucial factor controlling early PC
differentiation

Most of the Purkinje cells degenerate in the Rora®"¢

cerebellum, but, interestingly, those that survive
display immature features. Purkinje cells are in an
embryonic state: somata appear smaller than con-
trols (33) (Figure 2), while dendrites are rudimen-
tary and stunted, lacking distal spiny branchlets
(67-69). Before their target-related cell death in the
Rora®"¢ cerebellum (2), granule cells which have
been generated seem to differentiate normally. By
electronic microscopy, the presence of attachment
plates between Purkinje cell dendrites and parallel
fibers has been described (70), suggesting that
parallel fibers form transient primitive junctions
with the Purkinje cell dendritic shaft, but attachment
plates then fail to develop into functional synapses
(70). In contrast, qualitatively normal dendritic
spines and synapses are formed with climbing fibers
(33,67-69). However, there is a failure in the
developmental regression of the Purkinje cell poly-
innervation by climbing fibers (71,72). Other imma-
ture and embryonic features remain in the postnatal
Rora*®"¢ cerebellum, such as the persistent expres-
sion of embryonic cell surface components (73,74)
like embryonic NCAM isoforms (75). Moreover,
expression of the late Purkinje cell markers Pcp-2/1.7
(19) and calmodulin (76), which normally increases
during development, have been shown to be altered
in Rora®"¢ mice.

All these studies have suggested that the differ-
entiation of the surviving Rora’®"® Purkinje cells is
impaired. However, in Rora®®"%, the neurodegenera-
tion begins just after birth, which renders identifica-
tion of exact Purkinje cell differentiation
abnormalities very difficult. Indeed, Purkinje cell
differentiation is known to be dependent upon
granular cell interaction (77-80). The differentiation
of Rora®®*® Purkinje cells has been studied in
dissociated (81) or cerebellar organotypic (82)
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cultures, in which the differentiation can be observed
independently of the neurodegeneration. In both
culture types, Purkinje cells display an early post-
natal block of the differentiation process, as they did
not progress beyond the embryonic shape reminis-
cent of their migratory morphology (81,82). More
precisely, we have shown that Purkinje cells from
newborn Rora®"¢ cerebella do not undergo the
normal regression of embryonic processes; these
primitive processes continuing to develop rather
than regress, as happens in wild-type Purkinje cells
in cerebellar slices (82) and  vivo (83). Indeed,
Purkinje cells, like other neurons, regress their
embryonic bipolar processes prior to developing
their ultimate dendritic tree (83). We have further
demonstrated that ROR« expression is crucial for
the early steps of Purkinje cell differentiation, as
lentiviral-mediated hRORx1 overexpression in wild-
type Purkinje cells led to the acceleration of the early
steps of differentiation, in particular the first step of
dendritic regression (82). Moreover, hRORu«l
expression in Purkinje cells in Rora™"® cerebellar
slices could restore the normal differentiation
progression. These results demonstrate that RORx
is a crucial factor controlling early postnatal Purkinje
cell differentiation.

In addition to the differentiation abnormalities
described iz vivo in the developing cerebellum of
homozygous Rora®*¢ mice, others have been
described in the ageing cerebellum of heterozygous
Rora™® mutants (84). The effects of the ageing
process are apparent in the wild-type Purkinje cell as
a dendritic atrophy is observed at 24 months of age.
However, in Rora*’*¢ mutants, there is a considerably
accelerated dendritic atrophy compared to controls,
which is detected as early as 4 months of age in
Rora*® but not until 22 months in Rora™*. The
regression of the dendritic arbor not only starts
earlier in Rora"*€ than in Rora™*, but it is also much
more extensive (84). The dendritic atrophy does not
seem to be the intracellular consequence of the cell
death since dendritic atrophy is still observed after
13 months of age, when the Purkinje cell number
does not decrease anymore. However, dendritic
atrophy could be an indirect consequence of
Purkinje cell death: the resulting granular cell loss
in the cortex leads to the loss of the input from the
parallel fibers on Purkinje cells which is known to
influence dendritic arborization. Nevertheless, in
view of the demonstrated role of ROR« on the early
dendritic differentiation, we can hypothesize that
RORu also plays a role in the maintenance of the
dendritic arborization during ageing. Further studies
will be needed to determine whether RORx could
play such a role.

Conclusion

The nuclear receptor RORe, which plays a major
role in the development of many tissues throughout
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the organism, appears to be a pivotal nuclear
receptor for cerebellar development and ageing, in
particular through its effect on Purkinje cell survival
and differentiation.

During development, RORx expression is crucial

for the Purkinje cell survival and differentiation. At
the level of granule cells, ROR« plays a dual role:
first, it directly controls their genesis by controlling
their proliferation in the EGL through Shh, and
second, RORo 1is indirectly necessary for their
survival since granule cells undergo target-related
cell death in the absence of Purkinje cells. In the
adult, RORx protects Purkinje cells against age-
related deleterious effects and RORu is involved in

the maintenance

of dendritic arborization of

Purkinje cell during ageing.
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