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OBJECTIFS DE LA THESE

Mon travail de these a pour objectif d’améliorectanpréhension que nous avons de
certaines régions spécialisées du cerveau en gtudia profil global d’expression génique,
afin de découvrir de nouveaux genes y étant spéeifnent exprimés et potentiellement
régulés en conditions physiopathologiques.

La premiére partie de ma thése (Chapitre |; Patiio n°l) est consacrée a la
caractérisation d’'un nouveau marqueur du striatuen sduris, appeléapucing dont
I'identification découle d’'une précédente analysmscriptomique. Le but de cette étude était
de cloner 'ADNc codant la Capucine et d’étudier distribution tissulaire de facon plus
exhaustive, notamment par hybridatiom situ. L'expression de protéines de fusion a
€galement été analysée pour tenter de définir negpaatiment cellulaire de destination de la
protéine codée par le gemapucine Par ailleurs, nous avons étudié la régulationcee
marqueur dans deux modeles de la maladie de Hamtingondition neurodégénérative qui
affecte spécifiquement le striatum.

La deuxieme partie de mon travail (Chapitre 1l pRation n°2) est dédiée a I'étude a
grande échelle des profils d’expression des géaas d1 régions cérébrales. Cette analyse
avait pour objectif de découvrir des génes spadiigent exprimés dans ces régions
cérébrales, jusqu’alors inconnus comme tels. Nauss rsommes ensuite interrogés sur la
conservation des patterns d’expression génique énsouris et 'lhomme. Enfin, en postulant
gue I'expression spécifiqgue des genes dans unerrégit fonctionnellement pertinente, nous
avons testé leur régulation dans les modeles amim@uweux conditions neurodégénératives,
les maladies de Huntington et Parkinson. Ce clepibntient également des résultats non-
publiés, notamment I'expression des marqueurs rihilgh et du mésencéphale ventral dans
le modéle du rat intoxiqué a la 6-OHDA de la madade Parkinson, ainsi que I'étude de la
distribution de quelques marqueurs par hybridatiositu sur coupes de cerveau de souris.

Enfin, une derniere partie (Chapitre Ill) abordmdttivation du génégpat4 dont
nous avons montré par SAGE I'expression predoméndans l'aire tegmentale ventrale.

Les annexes fournissent le protocole détaillé di#érentes techniques utilisées, et
particulierement le protocole de génération d’'uaadue LongSADE, en prenant 'exemple
de la substance noire.
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INTRODUCTION

GENOMIQUE FONCTIONNELLE DU CERVEAU

Les avancées technologiques de ces dix derniene&esnqui permettent d’analyser
simultanément plusieurs milliers d’ARNmM et de pnogs, offrent la possibilité de disséquer
des voies de signalisation et de mettre en éviddaseéseaux de régulation en utilisant une
approche intégrée (Ideket al, 2001). La génomique fonctionnelle est un outipariant
pour comprendre le fonctionnement du cerveau noetnpathologique, grace a la description
de patterns d’expression qui fournissent des isdisar les fonctions cellulaires, les
mécanismes de régulation et les voies biochimiquegplication de cette nouvelle fagon
d’appréhender un probleme biologique aux maladmsradégénératives humaines devrait
aboutir a la redéfinition de ces maladies, en lassant selon des critéres biochimiques plutét
gue cliniques (Kurosinslet al, 2002).

La génomique fonctionnelle regroupe deux approphiesipales : la transcriptomique et
la protéomique. Ce chapitre aborde deux approala@sdriptomiques majeures appliquées
aux neurosciences: les puces a ADN et la méthollBES (Serial Analysis of Gene
Expressioip D’autres études a grande échelle utilisant Iffddtionin situ ou des lignées de
souris transgéniques y sont également traitéesméame titre que certaines méthodes
permettant 'analyse de types cellulaires spéoffigicomme la microdissection par capture
laser (LCM), qui prend en considération I'extrénoenplexité cellulaire du cerveau.

Les avantages des méthodes d’étude des ARNm ségitequsont en général moins
difficiles, plus sensibles et impliquent des appex a plus haut débit que les méthodes
d’étude des protéines. Par ailleurs, la mesureA&d$m apporte des informations directes sur
I'état d’activation des genes. De plus, la pertoeenles approches transcriptomiques pour
I'exploration fonctionnelle est démontrée, notamtneer des études établissant une relation
entre le transcriptome d’un tissu ou d’'un organsaephysiologie (Soat al, 2005; Zhanget
al., 2004). Enfin, seule I'étude des transcriptomasngé de prendre en compte la population
des ARN non-codants dont I'importance fonctionnebé de plus en plus évidente (Kapranov
et al, 2007).
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.1 Les études par puces a ADN

1.1.1 Principe expérimental

Une des techniques les plus largement utilisées poantifier a grande échelle
'expression des génes est celle des puces a ADMN.permet I'analyse simultanée de
I'expression de plusieurs milliers de génes (Scletra, 1995; Schenat al, 1996). Bien que
le terme général « puces a ADN » regroupe des abpesotechniques et méthodologiques
distinctes, il désigne toujours une matrice ordendeé plusieurs centaines a plusieurs milliers
de séquences d’ADN immobilisées sur un suppoglus souvent en verre ou en silicone. Le
principe de I'hybridation de deux séquences complédaires d’acide nucléique est bien
connu en biologie moléculaire, mais la technigque pléeces a ADN permet une analyse haut-
debit de I'expression des génes. Les ARN sont ixted rétrotranscrits en ADNc, qui sont
marqués avec un fluorochrome et hybridés aux ségseixées sur la pucef(figure 1). Le
signal de chaquspotest en principe proportionnel a la quantité d’uRMspécifique dans
I'échantillon d’origine.

Il existe en général deux types de puces : lesspoomportant des oligonucléotides
fixés ou directement synthétisés sur le suppofesepuces composées d’ADNc sélectionnés
ou de produits PCR. Les fragments d’acides nucksigiéposés sur les lames peuvent étre des
genes déja identifiés dans les bases de donnéesDidc, ou des EST®Xpressed sequence
tagy. Par ailleurs, il existe des puces a ADN compurides sondes prédéfinies ou « a
facon », commercialisées notamment par Affymet@6 ifhers ; 33 000 sondes / lame),
Agilent (60 mers ; 41 000 sondes / lame), Amerst{@thmers ; 34 600 sondes/ lame) ou
encore Riken (pleine longueur ; 18 000 sondes é)am

Comparés aux ADNCc, les oligonucléotides permetteet hybridation plus spécifique
mais requierent de plus grandes quantités d’ARNr dthwybridation, en raison d’une

sensibilité réduite (Kanet al, 2000).

1.1.2 Applications en neurobiologie

bY

La technique des puces a ADN a été intensivemeiliséat afin d’explorer
fonctionnellement le cerveau. Plusieurs travaux ét# consacrés a lidentification de
transcrits spécifiques d’'une sous-région ou d'wrsggpe cellulaire du cerveau normal.

Différents modeéles expérimentaux ont été exploegdgs puces a ADN. Elles ont par

exemple été utilisées pour étudier les différertmprofils d’expression entre deux souches
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de souris présentant des sensibilités differentépigepsie (Sandbergt al, 2000). Ce travail

a mis en évidence que dans une souche résistdmtmart cellulaire hippocampique induite
par I'épilepsie (C57/BL6), la crise provoquait Haction dans I'hippocampe d’'un beaucoup
plus grand nombre de génes que dans la souchédlseasia mort cellulaire post-épilepsie
(129SvEv). En parallele, des différences d’expmsgjénique entre plusieurs territoires
cérébraux de chaque souche ont été révélées pgardes, puis validées paorthern blotet
RT-PCR quantitative. Les profils d’expression dutes, du cervelet et du mésencéphale au
sein de la méme souche n‘ont montré qu’'une faibtgqrtion de genes (moins d’1%)
présentant des niveaux d’expression significativemeifférents, avec la majorité des
transcrits différentiels dans le cervelet. Une éttrés similaire (Hovattat al, 2007) s’est
récemment intéressée aux profils d’expression génitans cing régions (le noyau du lit de la
strie terminale, I'hippocampe, I'hypothalamus, labstance grise périaqueducale et
I’hypophyse) de six souches de souris (129S6/SvEvAAl, C3H/HeJ, C57BL/6J, DBA/2J,
et FVB/NJ). Les 45 000 sondes présentes sur langwédent que 5% des genes possederaient
un patron d’expression spécifique de la souchasaja’a la surprise des auteurs, une large
proportion de genes présenterait une expressioonagée dans le cerveau (44%).

Plusieurs groupes ont identifié des genes possédast profils d’expression
spécifiques a une sous-région cérébrale, commsolesrégions hippocampiques (Zreal,
2001), les noyaux amygdaloides (Zirlingetr al, 2001), et plus récemment le striatum,
'hippocampe et le cortex (Ghatet al, 2007). Dans cette derniére étude, I'analyse de
'expression de 24 000 genes a abouti a l'iderdtifan de deux génes non caractérisés
préférentiellement exprimés dans le striatum, étpguirraient donc étre impliqués dans les
fonctions spécifiques de cette région cérébralaufés travaux récents ont été consacrés au
profil d’expression d’environ 27 000 genes dang@ians du cerveau de rat adulte (cortex
frontomédian, temporal et occipital, hippocampeiagim et cervelet) (Stansbemg al,
2007). Les auteurs ont mis en évidence plusiewgsmhles de transcrits distincts montrant un
enrichissement régional significatif, et dont l'atetion fonctionnelle montrerait une
spécialisation des régions dans certains procebglegiques, comme la transmission
synaptique dans le cortex, la neurogenese damgpbbampe et la signalisation couplée aux

protéines G dans le striatum.
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Figure 1.Vue schématique de la technique des pucasADNCc. Apres extraction (A), les
ARN de chaque échantillon sont rétrotranscrits 8¥N&, marqués a I'aide d’un fluorochrome
spécifiqgue de chaque échantillon (B), puis mis@mddions d’hybridation sur la puce (C). La
puce est alors scannée. La nature et I'intensitéigial, acquis et analysés par un logiciel
spécialisé, permettent de comparer les abondamsediffierentes especes moléculaires fixées
sur la lame dans les échantillons A et B (D).
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Enfin, il a été recemment mis en évidence que tgeeel de souris possédait une
« empreinte » embryologique (Zapaa al, 2005). Ce travail prouve I'existence d'un lien
étroit entre les patterns d’expression géniqueestdrigines embryonnaires des 24 tissus
nerveux étudiés, c'est-a-dire I'existence d’'unaiertlegré de conservation entre les profils
d’expression des genes lors de I'embryogénéese Iéiga adulte. Plusieurs études se sont
penchées sur la dimension temporelle de I'exprassés génes dans le cerveau au cours du
développement embryonnaire de la souris et a ddesprécoces apres la naissance. En effet,
la connaissance des patterns d’expression génaygede la mise en place des structures
cérébrales pourrait permettre de mieux comprenelies |fonctions dans le cerveau adulte.
Ainsi, l'analyse par micorarrays de [I'expression de& 000 génes a 4 stades
développementaux a mis en évidence environ 1 40@sgdifférentiellement exprimés au
cours du développement, dont I'un code une nouymtééine kinase putative, I'Ebr kinase
(Matsukiet al, 2005).

La technique des puces a ANegalement été abondamment utilisée pour exdkrer
cerveau dans un contexte pathologique.

Plusieurs études se sont intéressées aux changeméstvenant dans le systéeme
nerveux central au cours du vieillissement et/odadeeurodégénérescence en utilisant des
tissus post-mortemde patients atteints de la maladie d’Alzheimeral@tk et al, 2004;
Ginsberget al, 2000; Loringet al, 2001; Mufsoret al, 2002; Yaoet al, 2003), ou encore
des modeles animaux (Blaloek al, 2003; Dickeyet al, 2003; Jianget al, 2001; Leeet al,
2000a; Mirnicset al, 2003; Prolla & Mattson, 2001). L’étude de I'higgaanpe de 22 patients
souffrant de cette maladie a notamment permis d&eren évidence une activation des genes
impliqués dans les processus biologiques de difféxtioon et prolifération, dont des
suppresseurs de tumeurs, des facteurs de croisdasadigodendrocytes et des modulateurs
de la protéine kinase A (Blalo&k al, 2004).

Il n'existe qu'un nombre limité d’'études transcaptiques de la maladie de
Huntington (MH) sur des cerveaux humains (Hodefeal, 2006). De nombreuses études ont
exploré I'expression des géenes dans des modéelemi@delie de Huntington (MH), et ont ainsi
mis en évidence un nombre considérable de géergsallans leur expression. Ainsi, Luthi-
Carteret al, ont montré que 63% (184/293) des genes expri@és k& striatum et le cervelet
qui sont régulés par I'expression de huntingtinetamie tronquée, montraient aussi des
niveaux d’expression altérés dans un modéle mtainoghhie dentato-rubro-pallidoluysienne,
une autre condition neurodégénérative provoquéeuparexpansion de glutamine dans le

gene de I'atrophinel (Luthi-Cartet al, 2002b). Cette découverte corrobore I'hypothése de
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'existence de mécanismes communs entre les maladéxpansion de glutamine. Au moins
huit conditions de ce genre affectent 'homme,| eferait intéressant de les comparer entre
elles de la méme fagon. Par ailleurs, selon Gta, I'expression d’'une huntingtine mutante
entiére a beaucoup moins d’effet sur 'expressiem genes que celle d’'une protéine tronquée,
ce qui suggere que le contexte de la protéinetagmaaspect important de la neuropathologie
de la maladie (Chaet al, 2002). Enfin, I'’étude récente chez la sourisgggmique R6/1cf.
IV.6.1), de la régulation de 54 génes préféremrteént exprimés dans le striatum a montré la
baisse de I'expression de 81% de ces genes, dergia démontrer I'altération de fonctions
spécifiques du striatum lors du processus pathgleg{Desplatgt al, 2006).

L’application des puces a ADN a I'étude des prafilsxpression géniques dans des
tissus de patients atteints de la maladie de PaokifMP) devrait mettre en évidence des
niveaux d’expression altérés pour les génes liés @ulnérabilité spécifique des neurones
dopaminergiques dans cette maladie. Récemmentanakyse par puces a ADN a haute
densité de I'expression des genes dans la substamice compacte (SNc) de patients
parkinsoniens a révélé la régulation de 137 geadwmd, 68 réprimés et 69 induits (Grunblett
al., 2004). Les génes réprimés codent des protéingginées dans la transduction du signal,
la transmission dopaminergique, le transport das & le métabolisme énergétique. Un de
ces genes, SKP1, code une protéine impliquée dafwsrhation de I'E3 ubiquitine ligase et
de plusieurs sous-unités du protéasome. La baiastvité de la voie ubiquitine-protéasome
pourrait expliquer 'accumulation anormale de pi#8 comme bB-synucléine qui est le
principal composant des corps de Lewy. Cette étuélgalement mis en évidence I'activation
de génes impligués dans des processus biologiqueme l'inflammation et le stress. Une
autre étude par puces a ADN a comparé les sigrsgiast-mortentde SNc de patients atteints
de la MP, de paralysie supranucléaire progresdd&P], de démence frontotemporale et
parkinsonisme (DFTP) et de sujet sains (Haesal, 2005). Ce travail a identifié 142 génes
différentiellement exprimés entre les patientsigitede la MP et les sujets sains, et 96 génes
pour les cas de PSP et DFTP comparés aux échastitmoins. Les genes codant les
protéines de choc thermique HSPA1A et HSPA1B suaits dans les trois pathologies, ce
qui suggere une réponse commune de ces maladiestgopérer les effets toxiques des
protéines mal repliées. De plus, I'expression duegeARKS (codant I'ubiquitine carboxyle-
terminal-hydrolase L1 et responsable d’'une formeétgue de la MP) est divisée par deux
chez les patients parkinsoniens, apportant un aegtisupplémentaire en faveur du réle joué
par le déficit de la voie ubiquitine-protéasome déan MP. D’autres études ont utilisé des

modeles de la MP pour explorer le rble potentielsttess oxydant, de I'inflammation et de
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mécanismes inconnus dans la neurodégénérescericl&itet al, ont notamment étudié le
modéle MPTP (1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydrrigipe ; cf. V.6.1) de la MP par la
technologie des puces a ADN. L'expression de 5kgémpliqués dans l'inflammation, le
stress oxydant, les voies du glutamate et desuiscteeurotrophiques, ainsi que dans des
processus inconnus, était altérée par l'intoxicat{Grunblattet al, 2001). Cette étude a
identifié une série de « cascades » d’expressiogéthes associée a I'administration de la
neurotoxine, indiquant de nouvelles cibles théréipeas potentielles.

Les maladies neuropsychiatriques, caractériséesd@arvariations neurochimiques
subtiles, sont probablement plus complexes a étyshe puces a ADN. Néanmoins, la
technique a été utilisée a plusieurs reprises mogiorer la régulation génique dans la
schizophrénie, en mettant notamment en évidentt&rbéion des genes impliqués dans la
fonction synaptique et le métabolisme dans le gopeefrontal (Middletonet al, 2005;
Mirnics et al, 2000; Tkacheet al, 2003; Vawteret al, 2004).

.2 Les études par SAGE

1.2.1 Principe expérimental

La techniqgue SAGESerial Analysis of Gene Expressi@nété décrite par Velculescu
et al. en 1995 (Velculescet al, 1995). Cette méthode repose sur trois principedigure
2) :i) une séquence étiquette (tag) de 10 pb isoléetia gfane région définie de TARNm est
suffisamment informative pour identifier son tramisa’origine ; ii) la concaténation de
plusieurs tags en une seule molécule d’ADN linéaeemet une analyse plus efficace en
diminuant et simplifiant les étapes de clonageeeséquencageiij) I'abondance de chaque
tag est proportionnelle au niveau d’expression ate tsanscrit dans la population cellulaire

d’origine.

1.2.2 Applications en neurobiologie

Comparativement aux puces a ADN, la méthode SAGE@&ssidérablement moins
employée pour étudier les transcriptomes, probadaéran raison de la grande capacité de
séquencage qu’'elle requiert. Néanmoins, plusicuides se sont intéressées a la question de

la caractérisation par SAGE du transcriptome duezar normal, humain ou murin.
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Figure 2. Principe général de SAGEA partir de chaque ARNm est générée une étiquette,
ou tag, qui possede une localisation précise suatescrit et une longueur suffisante pour en
étre spécifique. Les tags sont ensuite ligaturgsihes a la suite des autres pendant I'étape de
concaténation. Apres clonage, les concatémeresssouiences, et les tags dénombrés. Pour
chaque espece d’ARNm, I'abondance de son tag sjpéeifest le reflet de son niveau
d’expression dans I'échantillon dont il a été ektra
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Ainsi, une des premieres études du transcriptomeettveau entier de souris a été
menée par SAGE. Chrast et collaborateurs ont &tididechnique pour caractériser les profils
d’expression génique du cerveau entier de la soudis, de la souris femelle, ainsi que d’un
modele murin Ts65Dn du syndrome de Down (Cheastl, 2000). Par ailleurs, le premier
profil d’expression génique de I'hippocampe de aaété établi par SAGE (Datsat al,
2001). La comparaison de I'abondance des transcrtentré que ceux codant les récepteurs
du glutamate sont particulierement abondants, cesfupertinent avec réle important de la
transmission glutamatergique dans cette régionbcaled alors que les transcrits codant les
récepteurs du GABA y sont 10 fois moins abondabbdsméthode SAGE a été également
utilisée pour caractériser le transcriptome deddffites régions cérébrales chez 'lhomme : la
substance blanche, le thalamus et le cerveletpéeificité de I'expression de plusieurs genes
(neurogenic differentiation Lneurogranin; cocaine- and amphetamine-regulated transgript
a été confirmée par PCR quantitative, et I'expmssle nouveaux genes a pu étre détectée
(Siuet al, 2001). Chez la souris, I'analyse transcriptomiduestriatum, du noyau accumbens
et du cortex somatosensoriel a mis en évidencerhdBScrits distribués de fagon hétérogéne
dans le cerveau, dont une large part correspond aodveaux marqueurs régionaux (de
Chaldeeet al, 2003).

Par ailleurs, la comparaison des profils d’expm@sgjénique du néocortex de souris au
15™® jour embryonnaire et au®1jour postnatal a mis en évidence des transcrits
différentiellement exprimés qui correspondent agiases connus pour étre impliqués dans le
développement du néocortexd, brain factor, neuroD2et1d2), des géenes qui n’avaient pas
encore été associés au développement néocortizah{ebrahma-related gene du Evi9), et
des genes d’identité ou de fonction inconnues (@rsamet al, 2002).

Enfin, la recherche de génes différentiellementriexgs entre le cervelet de la souris
adulte et celui de la souris 4gée a mis en évidenetranscrits non identifiés correspondant
selon toute vraisemblance a de nouveaux genesguodslidans le processus de vieillissement
cérébelleux (Popesat al, 2007).

En ce qui concerne les études SAGE du transcripteérébral en conditions
pathologiques, elles sont pour I'essentiel consmcedl cancer (Booet al, 2004a; Michiels
et al, 1999). Une équipe a cependant appliqué la coemersy génomique, qui combine
'expression génique a la liaison génétique, afideatifier des genes candidats pour la
maladie de Parkinson (Noureddiret al, 2005). Trois banques de substance noire de

cerveaux de patients parkinsoniens et deux bartqoesins ont été géenerées par SAGE. Leur
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analyse a permis d’identifier 402 genes potentiediet impliqués dans des formes familiales

de la maladie.

.3 Les autres études

1.3.1 L’hybridationin situ

Les études a grande échelle qui utilisent la teglenid’hybridationin situ se sont
développées depuis quelques années, et sont ginerile plusieurs bases de données qui
présentent chacune les patterns d’expression demnitde génes. Plusieurs études se sont
penchées sur les profils d’expression génique awscdu développement de la souris
(Christianseret al, 2006; Viselet al, 2004), avec pour certaines, un intérét particygaur le
cerveau. C’est notamment le cas de la base BGEMrpiose des images d’hybridation
situ pour 2 400 genes, connus pour étre exprimés @atmssl nerveux ou impliqués dans des
processus biologiques tels que la neurogenéseatéecgtades développementaux du cerveau
de souris : E11.5, E15.5, P7 et P42 (Magdalenal, 2006). De la méme fagon, Gray et
collaborateurs ont exploré le pattern spatiotenlpdiexpression de 1174 genes codant des
facteurs de transcription dans le cerveau de saursstades E13.5 et PO (Gratyal, 2004).
Apparu récemment, I'Allen Brain Atlas est la basedbnnées d’hybridatiom situ la plus
exhaustive de I'expression des genes dans le aefLe et al, 2007), puisqu’elle propose
les images de I'expression d’environ 20 000 geheg ta souris adulte.

Bien que ces études fournissent des information$asdistribution cellulaire, elles sont
tres colteuses et fastidieuses (I'Allen Brain tngti a bénéficié d’un budget de 50 millions de
dollars pour son étude). Une analyse compléte edgiession des génes par ces techniques
représente donc une lourde tache. De plus, lesédsndiexpression ne sont pas directement
guantitatives (elles sont converties en intensibétraire par analyse d’'image), ce qui rend

difficile la comparaison des expressions de plusigenes.

1.3.2 Le projet GENSAT

Une autre étude a grande échelle de I'expressisrgédees dans le cerveau est basée
sur l'utilisation de souris transgéniques exprimal®s protéines fusionnées a I'EGFP
(EnhancedGreen Fluorescent ProteifGonget al, 2003). La stabilité du transgene pouvant
varier en fonction du gene endogene, la technigesune le niveau relatif de transcription de

chaque géne mais ne mesure pas directement I'atatiomud’ARNmM ou I'abondance de la
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protéine du produit génique endogene. Cependatte technique est probablement plus
sensible que I'hybridatiom situ car certains vecteurs BAC contiennent plusieupgesodu

transgéne. La base de données fournit des infansatd’'expression pour trois stades
développementaux- 15 jour in utero (E15.5), %7 jour aprés la naissance (P7), et adulte ;
'EGFP est visualisée grace a un anticorps antiEGHu directement en microscopie
confocale. Cette méthode fournit des images d’'esgina détaillée, et permet de sélectionner,
comme nous le mentionnons plus loin, des ligné&sraasantes d’animaux transgéniques

pour des études approfondies, y compris au nivebwiare (Loboet al, 2006).

.3.3 Le MPSS

La technique du MPSSM@assively Parallel Signature Sequenqirest basée sur le
séquencage parallele de millions d’étiquettes d’ARjdnérées a partir des ARNm.

Récemment, Jongeneel et collaborateurs ont génévéoe 30 000 séquences
« signatures » pour chacun des 32 tissus humainkuweétude, dont 8 tissus nerveux
(amygdale, noyau caudé, cervelet, corps calleugottmlamus, thalamus, moelle épiniéere et

cerveau feetal) (Jongenestlal, 2005).

1.3.4 Analyses de I'expression sur cellules isolées

L’analyse de I'expression des génes dans le cerestaun véritable défi en raison de
la haute complexité du tissu nerveux qui est caréstde nombreux noyaux possédant des
systemes de neurotransmission différents, plusiggyes de neurones et méme plusieurs
types de cellules non neuronales. Méme les neurappartenant a un méme noyau et
identigues morphologiquement possedent des prdfégpression génique différents en
fonction des afférences qu'ils regoivent.

Plusieurs méthodes permettent désormais de s’affrandu probleme de
'hétérogénéité des tissus. Les technologies péametf’analyse des ARNm de cellules
isolées se sont développées depuis une dizainenékBan Les deux méthodes les plus
largement employées sont la dissection par mictacapaser (LCM) et la microaspiration.
La LCM utilise un laser a haute énergie qui sépesecellules d’'intérét du reste du tissu et
facilite leur transfert dans un microtube pour #bse genétique (Bonnest al, 1997;
Emmert-Bucket al, 1996). La microaspiration nécessite le couplagemicroscope a un
micromanipulateur et une micropompe. |l existe déeshniques : la premiére consiste a

aspirer le cytosol des cellules par un patch-claopcellule entiére (Lambole# al, 1992),
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la deuxieme technique repose surpkch et I'excision de chaque cellule a l'aide d'une
microélectrode, ce qui permettrait la dissectios gleurones avec un minimum de dommages
(Ginsberget al, 2000; Hembyet al, 2003). Le couplage de la microaspiration aveadigse

par puces a ADN a permis notamment d’établir l@taxnie moléculaire de plusieurs classes
de neurones corticaux, fournissant ainsi un oubilirpclasser les sous-types neuronaux
inconnus (Suginet al, 2006).

Les techniques évoquées plus haut permettent ysmale cellules, mais fournissent
des quantités limitées de matériel biologique. Leboollaborateurs ont recemment utilisé la
technique du FACSHuorescent Activated Cell Sortipgpour purifier des populations de
neurones striataux. Des neurones striataux gémdtigat marqués ont été disséqués sur des
souris transgéniques du projet GENSAT, afin d'&udieur profil d’expression génique par
puces a ADN (Lobcet al, 2006). Ainsi, plusieurs génes différentiellemerprimés d’'un
sous-type cellulaire a l'autre ont pu étre ideésfi dont le facteur de transcription Ebf1,
spécifiqgue des neurones de la voie striatonigrale.

Les études globales de I'expression de génes Hulesesolées ont pour ambition de
comprendre les mécanismes moléculaires a l'écldliee seule cellule ou population
cellulaire, dont une des applications pourrait &rmise au point d’agents pharmacologiques
extrémement spécifiques. Néanmoins, ces technisgidgurtent au probléme de la quantité
limitée de matériel biologique disponible, et passsystématiquement par une étape
d’amplification des ARN, potentiellement générarid’un biais de quantification de

'expression génique.

[.3.5 La RT-PCR quantitative

Depuis son introduction dans les années 1980,detioch de PCR a été modifiee et
optimisée pour un nombre grandissant d’applicatidni®rigine, cette méthode était destinée
a l'amplification d’'une molécule d’acide nucléiquepécifique jusqu’'a des quantités
suffisantes pour lidentification ou la manipulati@xpérimentale. Puis, la technique de la
PCR fut développée pour quantifier une espéce mialige précise dans un échantillon
complexe. La PCR quantitative, plutét que de simglet mesurer une quantité finale de
produit, analyse I'accumulation des produits PCRcaurs de la réaction. Le nombre de
cycles nécessaires a la formation d’'une quantitiigue de produit (pendant la phase
exponentielle d’amplification) est le reflet de daantité de I'espece moléculaire d’intérét

dans I'échantillon d'origine. Avec la RT-PCR quaaiive (qRT-PCR), les échantillons
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peuvent étre analysés rapidement, et plusieursdriés peuvent étre étudiés en parallele
(Aldapeet al, 2002). La détection directe d’'un amplicon d’ADNutble brin est réalisée par
des méthodes chimiques utilisant des moléculesefoentes intercalantes comme le SYBR
Green. De tels colorants se fixent sur n'importelgdDN amplifié, qu’il s’agisse d’un
produit spécifique ou non, mais la spécificité dedaction peut étre contrdlée par la courbe
de dissociation des produits PCR (voir matériehéthode).

Cette technologie a été appliquée couramment ptogiied I'expression de quelques
genes dans le cerveau. Il ne s’agit donc pas argragnt parler d’'une méthode d’analyse
globale, mais la qRT-PCR est fréequemment adoptée y@ider les données générées par les
technologies a grande échelle (Bro@tsal, 2007; Chenget al, 2007; D'Agata & Cavallaro,
2003; Damodaraet al, 2006; Rajeevaet al, 2001; Torres-Munoet al, 2004). Signalons
toutefois qu’elle a également été employée pouliéta carte d’expression de 756 facteurs

de transcription, dans 11 régions du cerveau dess(&uzukiet al, 2004).

Il CHOIX DE LA METHODE D’ANALYSE : SAGE

Le génome d'un mammifere comme la souris contiemtiren 22 000 génes
(Waterstonet al, 2002). La diversité des transcrits est envirorfal® plus grande (Carninci
et al, 2005), en raison notamment des sites alterndiépissage, de polyadénylation et
d’initiation de la transcription. Chaque cellulentiendrait donc autour de 300 000 molécules
d’ARNm correspondant a différentes espéces dedramprésentes en quantités qui varient
de quelques copies a plus de 10 000 copies pate@iastie & Bishop, 1976). L'analyse des
transcriptomes implique donc l'utilisation de mélke capables d’étudier un grand nombre
d’espéces moléculaires différentes, tout en couvdas niveaux d’expression variant sur
guatre ordres de grandeur.

La technique des puces a ADN est fondée sur la tifjgation de produits
d’hybridation spécifiques. La performance de ctttdnique résulte de son pouvoir d’analyse
parallele de plusieurs milliers d’espéces molécetadifférentes. Par ailleurs, la sensibilité de
la technique des puces a ADN est limitée a I'arealys quantités de I'ordre de 5 ug d’ARN,
ce qui représente environ 5 mg de tissus. Pousttlestures anatomiques complexes comme
le cerveau, ou des régions adjacentes exercentfothesions différentes, ceci pose un
probleme particulier dans la mesure ou la quardaétissu disponible est limitée. Des
méthodes d’amplification des ARN basées sur lariecie d’Eberwine (Van Geldest al,
1990) tentent de contourner le probleme, mais estjde fausser les abondances relatives car
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tous les transcrits ne sont pas amplifies de fdig@aire. De plus, lorsque I'on réalise une
analyse par puces a ADN, il faut garder a I'eqjui cette technique nécessite de disposer au
préalable d’'une information de séquence et sonuéwal dépend donc grandement des
avancees dans le séquencage et I'annotation desngén De plus, la quantification de
'expression d’'un géne n'est pas absolue, maisaastontraire calculée relativement a un
standard interne, ou au niveau d’expression du nggne dans un autre échantillon. Enfin,
Les méthodes basées sur I'hybridation ne permeftastde comparer de facon fiable les
abondances d’ADNc différents au sein d'un méme mtidlen. A I'opposé, la technique
Serial Analysis of Gene Expressi®AGE) ne bénéficie pas des avantages des approches
massivement paralléles, mais elle ne nécessitermaissance priori sur la séquence des
transcrits d’intérét, ni équipement particulier,petrmet une acquisition directe des données

numeriques. Pour ces raisons, nous avons choi#igtula méthode SAGE au laboratoire.

1.1 La méthode originale

Les étapes successives nécessaires a la constitdiime banque SAGE sont
schématisées sur la figure 3.

Les ARNm sont convertis en ADNc simple-brin en agaot la transcription inverse
au moyen d’oligo(dT) biotinylés. Apres synthesesgicond brin, les ADNc sont clivés par
une enzyme de restriction (enzyme d’ancrage) stiteple couper chaque transcrit au
moins une fois. Les enzymes de restriction possadasite de reconnaissance de 4pb sont
typiguement utilisées, car elles coupent en moyeouts les 256 pb (#alors que la plupart
des transcrits sont considérablement plus longsprdtocole SAGE originel utilise Nla I,
mais Sau3Al est également classiquement utiliségodrtion la plus en 3’ de ’ADNCc clivé
est alors immobilisée par fixation sur des billesstreptavidine. Ce processus permet d’isoler
la séquence comprise entre le site de restrictoiiethzyme d’ancrage le plus en 3’ et la
gueue polyA de chaque transcrit. Les ADNc sont igmdglivisés en deux groupes distincts
afin de lier leurs extrémités cohésives a des sémse d'adaptateurs : adaptateur A et
adaptateur B respectivement pour chacun des groupes

Les adaptateurs A et B contiennent deux séquenoesmanes: une extrémité
cohésive compatible avec I'extrémité libre des ADdyees digestion par 'enzyme d’ancrage,
ainsi qu’un site de reconnaissance de I'enzymeqiliétage Bsm Fl. Cette enzyme appartient

a la famille des endonucléases de type IIS quisoparticularité de couper jusqu’a 20 pb en
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aval de leur site de reconnaissance. Les adapgafeet B possedent chacun une séquence
spécifique, située en 5 des deux sites de rastmicbrécédents, et complémentaire des
amorces de PCR utilisées lors des étapes ultésieure

Les produits de ligature (ADNc + adaptateur) samingis a I'action de I'enzyme
d’étiguetage. Les molécules libérées contiennaedalptateur (A ou B) et 9 pb d’ADNc. Les
deux fractions sont alors mélangées et soumisastih de 'ADN ligase afin de générer des
ditags.

Dans le but d’augmenter la quantité de matérietleetfavoriser spécifiquement la
construction désirée, une série de réactions dargoisation en chaine (PCR) est réalisée
grace aux amorces spécifiques a chaque adaptatfemmplification est effectuée sur des
fragments de méme taille, et avec le méme cou@ealces quelle que soit la nature du
ditag. Cependant, certaines séquences de ditagemiettre préférentiellement amplifiées et
seront donc détectées plusieurs fois dans la banleulescuet al. (1995) estiment que la
probabilité pour deux tags d'étre couplés dans &mm ditag est faible, méme pour les
transcrits abondants. En conséquence, les ditdgstélig plusieurs fois dans la banque ne sont
comptés qu’une seule fois.

Les produits d’amplification sont ensuite clivés panzyme d’ancrage pour permettre
d’isoler les ditags. Les ditags purifiés sont ligas les uns a la suite des autres afin de former
des concatémeéres, longs de plusieurs centainesides gle bases et correspondant a une
succession de ditags ponctués par les sites ddctiest de I'enzyme d’ancrage. Les
concatémeres sont ensuite clonés, puis séquences.

L'information de séquence peut étre interprétéecegra I'utilisation d’'un certain
nombre de logiciels (Velculesat al, 1995 ; Van Kampemrt al, 2000 ; Margulieset al,
2000 ; Chabardes-Garonee al, 2003) qui permettent de repérer les sites de wespde
'enzyme d’ancrage ayant 'espacement appropriéxtddire les deux tags bornés par ces

sites, de les trier, de les dénombrer, et évemtimelht de les identifier.
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Figure 3. Représentation schématique de la méthodBAGE. L'enzyme d’ancrage est
Nla Il et 'enzyme d’étiquetage Fok I. En rougevett : séquences des adaptateurs ; en bleu :
séquences des ADNc ou O et X indiquent les nudéstiles différents tags.

D’aprés Velculescu et al., 1995
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[I.2 Les développements de la méthode

De nombreuses améliorations ont été apportées @ndehode originale. Elles
comprennent des modifications facilitant la congion des banques a partir de quelques
dizaines de nanogrammes d’ARN totaux, et la géioérate tags plus longs qui permettent
une identification plus aisée des ADNCc, ainsi daerlotation des ségquences génomiques.

[1.2.1 Adaptation a I'étude de petits échantillons

Des 1999, plusieurs modifications ont été apporééeprotocole SAGE original pour
permettre la génération de banques a partir despatihantillons. Ces modifications tendent a
limiter la perte de matériel au cours des diffésestades du protocole. Dans certains cas, des
étapes supplémentaires d’amplification sont égahmetroduites pour disposer d’une
guantité d’étiquettes compatible avec la constoucti’' une banque.

[1.2.1.1 SADE, miniSAGE et microSAGE

Les adaptations SADESAGE Adaptation for Downsized Extrgc{¥irlon et al,
1999), miniSAGE (Yeet al, 2000) et microSAGE (Datsast al, 1999) présentent plusieurs
modifications par rapport au protocole SAGE, etlisgnt en particulier une stratégie
d’extraction des ARNm plus performante, permet@atudier I'expression des genes dans
des échantillons de 50 000 cellules, soit 0,5 @ H}ARN total. Dans SADE, I'étape de
purification des ARN totaux est supprimée, et lesndcrits polyadénylés sont extraits
directement a partir du lysat tissulaire graceud kg/bridation sur des oligo(dT) liés de fagon
covalente a des billes magnétiques. MiniSAGE eto8AGE ont en commun ['utilisation du
MRNA capture ki{Boehringer Mannheim) qui permet de réaliser lesyperes étapes de la
génération d’'une banque (de la purification des AR&lla libération des tags) dans un tube
unique. La méthode SADE est toujours employée (@tuEs-Garonneet al, 2003; de
Chaldeeet al, 2003), et est a I'origine d’'un kit commercialigar Invitrogen. En revanche,
I'utilisation de miniSAGE et du microSAGE de Datsorm pas été poursuivie pour la

construction de banques.
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11.2.1.2 SAGE-Lite et PCR-SAGE

SAGE-Lite (Peter®t al, 1999a) et PCR-SAGE (Neilsaat al, 2000) tirent partie de
I'activité poly(C) transférase de la transcriptaseerse a la fin de la synthése du brin d’ADN
(systtme SMART, Clonetech). Ceci permet une ancplibtn PCR des ADNc avant de
commencer la procédure SAGE. Les deux méthodesétintutilisées pour générer des
banques SAGE a partir de 900 pg d’ARN poly(A) egxdra’ovocytes humains pour PCR-
SAGE (Neilsoret al, 2000), et de 50 ng d’ARN total extrait de tisstssulaire-cérébral pour
SAGE-Lite (Peter®t al, 1999a).

11.2.1.3 Small amplified RNA-SAGE (SAR-SAGE)

SAR-SAGE (Vilainet al, 2003) est basé sur l'idée que I'amplificationéhire de
fragments d’ARNmM permet d’augmenter la quantité ndatériel sans engendrer le biais
introduit par une étape de PCR supplémentaire.drtaghe consiste a greffer sur les ADNc,
aprés digestion par l'enzyme d'ancrage, des adaptt contenant un promoteur
transcriptionnel T7. Les ADNc sont alors transceilsARN qui sont a leur tour rétrotranscrits
en ADNCc. Cette procédure a été utilisée pour géndéme banque a partir de 50 ng d’ARN
total de thyroide. Par ailleurs, la bonne corréfagxistant entre la banque SAR-SAGE et une
banque micro-SAGE générée a partir de 5 ug de lmemgréparation d’ARN, valide la

pertinence de la méthode.

[1.2.2 Annotation des tags

11.2.2.1 LongSAGE

Dans le but d’annoter le génome humain au moyenrahscriptome, le protocole
SAGE original a été modifié de facon a générertdgs de 21pb (Sahet al, 2002). Cette
modification correspond a I'utilisation d’'une autezyme d’étiquetage, Mme I.

L’obtention de tags plus longs permet en effet ek dositionner directement sur le
génome selon un alignement unique (en pratiqueadésurs trouvent un alignement unique
pour environ 70% des tags de 21l figure 4). Pour la méme raison, la générationagss t
plus longs facilite I'identification des ADNc. Nate cependant que certains tags dont la

séquence chevauche deux exons ne pourront paigtrés sur les séquences génomiques.
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L’'analyse de plus de 8 millions de tags LongSAGEéyés a partir de 72 banques de
différents tissus murins, dont plusieurs régiongloles, révele selon les auteurs 24 000 loci
génomiques jamais décrits auparavant (Sidditjai, 2005).

Known gene | .
- — |
E J I |
— — AARABAR Novel .
—— o AAMARAA internal ¢xon 7
—— e AMAMAAA / I B
————— AAAAAAA p— = I i
—— AAAAALA d =
¢ CELTCI 150k . I -
AAAAARA -

s N =

Previously I

uncharacterized K,
LongSAGE gone | H
Transcripts transcript tags BAC | |
o} L
Genes Chromosome

Figure 4. Vue schématique des applications de Lon§&E. Apres génération de la
banque, I'alignement des tags sur les séquencesrggmes permet leur localisation précise
sur le génome. La comparaison de la position dgsdaec celle des genes annotés fournit la
preuve de I'expression du gene, et permet de déicaler nouveaux exons ou de nouveaux
genes.

D’aprés Saha et al., 2002.

[1.2.2.2 SuperSAGE

Le but de SuperSAGE est d’augmenter la spécifidéé tags et de les utiliser
directement comme sondes pour des puces a ADN (klats et al, 2006). L'utilisation
d'une enzyme d’étiquetage de type lll, EcoP15Imdrla génération de tag SuperSAGE de
26 pb. Cette approche est particulierement pertinpaur étudier I'expression génique dans
des génomes pour lesquels on ne dispose pas d’'ESGuibn’ont pas été séquencés.
SuperSAGE a été utilisé notamment pour caractéleseinteractions héte-pathogene chez la

plante (Matsumurat al, 2003).
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11.2.2.3 Generation of longer 3’ cDNA from SAGE tags forgedentification (GLGI)

Cette méthode a pour but d’augmenter la spécifiiitéag SAGE (Chent al, 2002).
Elle consiste a utiliser le tag en tant qu’amoreasspour I'allonger sur I'extrémité 3’ de
'ADNc. L'utilisation d'une amorce antisens univelle permet ensuite d’amplifier le
fragment, transformant ainsi le tag SAGE en une BSplusieurs centaines de nucléotides. |l
s’agit donc simplement d’'une variante de la méthRé@&€E Rapid Amplification of cDNA

Endg appliquée aux extrémités 3’ des ADNCc.

I1.2.3 Cap analysis of gene expression (CAGE)

Le but de CAGE est d’identifier les sites d'initat de la transcription et les
promoteurs (Kodziugt al, 2006; Shirakiet al, 2003). Des tags de 21 pb sont collectés des
extrémités 5’ des ADNCc issus d’ARN purifiés a I'aide leur coiffe. CAGE a été utilisé pour

des études transcriptomiques chez I’homme et lass@@arninciet al, 2005).

II.2.4 Paired-endditag

Cette procédure dérivée de SAGE vise a identifies régions génomiques
interagissant avec des protéines de fixation a NARe principe dupaired-end ditagest de
collecter des tags aux deux extrémités des fragiei®DN accrochés a des protéines
spécifiques isolées par immunoprécipitation. Lehmégue a notamment été utilisée pour
identifier les sites de fixation de p53 sur le gaechumain (Weet al, 2006) et constitue une

alternative crédible a la technique du ChIP-on-¢Ripnet al, 2000).

[I.3 Avantages et limites

La méthode SAGE consiste en trois étapes prin@patgenération de la banque,
séquencage des concatémeres, puis traitementfdesations de séquence. Cette technique
permet de caractériser un transcriptome de facsoriggive ou différentielle sans disposer
d’'informations de séquence au préalable, et pelarsdcouverte de nouveaux genes ainsi que

leur localisation sur le génome.

Une force majeure de la méthode SAGE est la pdisSild’analyser de facon
simultanée et quantitative un grand nombre de geheséme, en théorie, I'intégralité du

transcriptome. La sensibilité et la fiabilité désultats obtenus par SAGE ont été montrées de
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nombreuses fois, notamment par des méthodes indépis d’analyse d’expression comme
le criblage d’une banque d’ADNc (Velculeseti al, 1995), le northern blot (Chrast al,
2000; Velculesceet al, 1997), la RT-PCR quantitative (Hashimetoal, 2000), I'hybridation

in situ (Datsonet al, 2001; Feldkeet al, 2003) et les puces a ADN (Isleii al, 2000; Nacht

et al, 1999). Un des autres atouts de SAGE est queileaux d’expression des transcrits
sont représentés par un nombre absolu de tags €acdite le partage et la comparaison des
données entre différentes expériences et difféignaispes de recherche, si I'on s’assure que
les données sont issues du méme organisme et guemére total de tags est pris en
considération. A cette fin, les nombreuses doniS¥eSE générées ces dix dernieres années
ont été collecttes et déposées sur une base de éedonnpublique
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SAGE

Bien que SAGE soit une technique puissante d’apalgsl’expression des genes, elle
possede certaines limites (Stollbexrgal, 2000 ; Yamamotet al, 2001). Premierement, la
construction de banques SAGE et le séquencageodeatémeres sont couteux en temps et
en argent. Ensuite, bien que la profondeur d’aeabat théoriquement infinie, I'étude de
certains tissus complexes semble limitée aux traeastabondance moyenne a haute (Datson
et al, 2001 ; Feldkeret al, 2003). Pour détecter des transcrits faiblememndants, il
faudrait séquencer environ trois « équivalentssiceptome », c'est-a-dire pres d’un million
de tags (Clarke & Carbon, 1976). De plus, certdiaascrits ne possédant pas le site de
coupure de I'enzyme d’ancrage échapperont a I'aeal¥nfin, les contraintes liées au
caractére fastidieux de la construction des banqu&st qu’'a un acces en genéral limité au
séquencage automatique bon marché ont limité isatibn de SAGE. Cependant,
I'émergence récente de nouvelles méthodes de sgagrede I'’ADN a tres haut débit capable
de déchiffrer jusqu’a 25 millions de bases en quedcheures (Marguliest al, 2005) pourrait

étre a l'origine d’un regain d'intérét pour SAGE.

De nombreuses études d’expression du génome seirgénéssées au cerveau.
Toutefois, en raison de contraintes technique® éh drés grande hétérogéneéité du cerveau, il
n'existe a I'heure actuelle aucune analyse qudiétadu transcriptome concernant des
régions telles que le cortex prélimbique, le nogagumbens, ou encore l'aire tegmentale
ventrale. L’ objectif de ce travail est d’explordes régions jusqu’alors négligées par les

études a grande échelle, mais surtout de caramtéeigphénotype moléculaire de certaines
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régions cérébrales avec un intérét particulier pewstriatum et la substance noire, dont les
neurones dégénerent respectivement au cours daldaimde Huntington et de la maladie de
Parkinson. Ces deux régions appartiennent aux igasgie la base (ou noyaux gris centraux)
et sont a ce titre impliquées dans plusieurs bgufdactionnelles participant a la mise en

place et a I'exécution du mouvement volontaire.
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I LES GANGLIONS DE LA BASE

Les ganglions de la base (GB) constituent les ghasmds noyaux sous-corticaux du
cerveau humain. Bien que le nombre de structurgupées sous le terme de GB ait été
sujet a de nombreuses controverses, il est géme&ateadmis qu’ils comprennent le noyau
caudé et le putamercdrpus striatuh le globus pallidus, la substance noire et leamnoy
subthalamique. Ces noyaux, fortement interconngsi@st organisés en plusieurs boucles
cortico - sous-corticales. Le dysfonctionnement G&s et des boucles fonctionnelles dans
lesquelles ils sont engagés est a l'origine deblesude la motricité tels que la maladie de
Parkinson (caractérisée par une hypokinésie) etdkadie de Huntington (caractérisée par
une hyperkinésie). Il est a noter cependant gstilde plus en plus évident que les GB ne sont
pas les seules structures a intervenir dans laapa@pn, linitiation ou I'exécution des
mouvements volontaires, et que les fonctions cogsitet motivationnelles y contribuent

également.

[11.1 Evolution historique du concept de ganglions de |laase

La premiére identification claire des ganglionslaldase (basal ganglia) fut publiée en
1664 par 'anatomiste anglais Thomas Willis dans texte fondateur sur le systeme nerveux

central,Cerebri AnatomigWillis et al, 1964). Le terme de ganglions de la base n'y apar

pas encore: les structures sous-corticales somupées sous le terme derpus striatum

qgui comprend le noyau caudé et le putamen.

En 1876, le neurobiologiste anglais David Fermdraduit le terme déasal ganglia
adapté du terme allemar8tammgangliorproposé par Forel en 1872. Au cours dim20
siecle, « ganglions de la base » (encore appelmurdasaux ou noyaux gris centraux) fait

référence agorpus striatunde Willis pour la plupart des neuroanatomistes.

Au début du 28" siécle, I'intérét porté a ces structures fut agmula découverte que
leur Iésion aboutissait souvent a une altératianfdections motrices (Wilson, 1914). Vogt &
Vogt publierent en 1920 une description des conmestexistant entre le thalamus et le
corpus striatumVogt & Vogt, 1920). L'accumulation des données aammant les ganglions
de la base fut accompagnée par des controverséanpaur le nombre et la nature des

structures qui en faisaient partiees régions du thalamus, de 'amygdale etcustrum
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furent intégrées aux ganglions de la base, avappdrition de la vision actuelle qui y inclue

la substance noire et le noyau subthalamique.

[11.2 Anatomie descriptive des ganglions de la base

Malgré leurs origines phylogénétiques et ontogéssqlistinctes, ces noyaux font partie
du méme systeme fonctionnel qui nait dans le copgasse par le striatum, le pallidum et la
substance noire, le thalamus, et retourne au cdrtexal ; le striatum constitue la voie
d’entrée des GB (Carpenter, 1981). Il recoit lédsrimations de toutes les aires corticales et de
nombreuses aires sous-corticales, incluant la plug@s systemes neuromodulateurs. Ce
chapitre est consacré a la description de chaquetste, avec une attention particuliere pour

le striatum et la substance noire.

[11.2.1 Le striatum

Le terme « striatum » fut utilisé en premier pargV&Vogt en 1920 pour désigner
'ensemble telencéphalique formé par le noyau caetdie putamen. Il est la plus grande

composante des GB et est considéré comme la peeptage d'intégration des GB.

Chez les primates, le putamen et le noyau caudgisoompletement séparés par la
capsule internecf. figure 5). Les deux noyaux partagent des caratiguies anatomiques et
cytologiques et constituent un composé homogener@eoulos, 1981). La téte du noyau
caudé et le putamen sont liés par des ponts deematgrise gontes grisei
caudatolenticulariy Le nom de striatum provient de I'aspect strié ldecapsule interne
lorsqu’elle traverse ces noyaux. Chez les rongers| n'existe pas de séparation des deux

structures par la capsule interne, on parle sowechudé-putamen ou striatum.

[11.2.1.1 Subdivisions anatomiques

Le striatum est fonctionnellement divisé en stmatdorsal et ventral. Le striatum
dorsal comprend la plus grande part du noyau catidi2i putamen, tandis que le striatum
ventral est constitué par les parties médiane etrale du caudé-putamen ainsi que par le
noyau accumbens adjacent et la partie striatale bddises olfactifs. Les aires allo- et
periallocorticales projettent majoritairement serstriatum ventral et les aires néocorticales

projettent essentiellement sur le striatum doisahd-Balta & Haber, 1994). C’est sur la base
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de cette organisation régionale qu'a été introdiaiteichotomie entre les régions striatales

limbiques et non-limbiques (Heimer & Wilson, 1975).

\
Ventnicules iatéraux \
\

/ \ \

Caudate o —— \
Stiatum nucleus
Putomen — =
Pontes grises 4 ’
caudalolenticulans ' /.r

Figure 5. Vue schématique du striatum de primateLe putamen et le noyau caudé sont
incomplétement séparés par la capsule interne.

[11.2.1.2 Cytologie

l11.2.1.2.1Les neurones de projection : les neurones épineux.

Le striatum est essentiellement constitué de nesrde projection, décrits a l'origine
par Ramon y Cajal en 1911. lls possedent un caelbslaire de taille moyenne (10 & 20 um
de diametre), a partir duguel émergent 3 a 5 bemsaendritiques primaires recouvertes
d’épines (DiFigliaet al, 1976). En raison de ces caractéristigues morgimples, les
neurones de projections ont été appelés neuroriesugp Par ailleurs, les axones de ces
neurones eémettent de nombreuses collatérales adentes qui contactent les autres neurones
épineux (Kawaguchet al, 1990). Un exemple de ces neurones est donnéerefb. Les

neurones de projection striataux sont principaleén@@BAergiques (Smitret al, 1987) et
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peuvent étre subdivisés en plusieurs populatiosgrds leurs caractéristiques neurochimiques
(Bolamet al, 1983).

Figure 6. Neurone de projection épineux de taille pyenne du striatum de rat. Le
neurone est visualisable apres marquage intraaeud la biocytine. Les nombreuses épines
dendritiques sont bien visibles.

D’aprés (Tepper et al., 1997).

[11.2.1.2.2Interneurones

Deux grandes catégories d’interneurones ont étéifees sur la base du diameétre de

leur corps cellulaire : les interneurones non-@ongeants et moyensf(figure 7).

Les interneurones non-épineux géants cholinergiggm® les plus connus. lIs
possédent un soma large, sphérique ou allongéQde35 pum de diameétre chez le rat et le
primate), a partir duquel irradient 2 a 5 dendrif@s-iglia, 1987). lls sont identifiables par
leur contenu en choline acétyltransférase qui neatga neurones cholinergiques (DiFiglia,
1987). lls représentent 1 a 2% de la populaticeléades neurones striataux et sont répartis de

fagcon homogéene au sein du striatum.

Les neurones non-épineux GABAergiques présententarps cellulaire de taille
moyenne (10 a 30 um), fusiforme ou polygonal. Il existe trois types selon qu’ils

coexpriment la parvalbumine (Ki&t al, 1990), la calrétinine (Bennett & Bolam, 1993)lau
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somatostatine. Les neurones a calrétinine sontipelement localisés dans le striatum dorso-
médian, tandis que les neurones a parvalbumine @oatnombreux dans la partie dorso-
latérale. Ces derniers possedent des axones datbsrikations collatérales tres denses (Kita
et al, 1990). Les interneurones non-épineux a somatoestabnt des cellules minoritaires qui

possedent un petit corps cellulaire (10 a 25 pwntiennent le neuropeptide Y (Figueredo-

Cardena®t al, 1996) et sont répartis au sein du striatum sefogradient dorso-ventral.

100 um

Figure 7. Deux classes d’interneurones striatauxA. Représentation de I'étendue des
dendrites (noir) et des axones collatéraux (grigh dnterneurone géant cholinergiqus.
Représentation de I'étendue de I'arbre dendritdjua interneurone moyen GABAergique.

D’aprés (Paxinos, 2004).

[11.2.1.3 Les domaines fonctionnels : matrice et striosomes

C’est sur la base de données neurochimiques gstisum a été divisé en deux
compartiments : les striosomes et la matrice. Gampartiments furent déterminés par
lintensité du marquage histochimique pour I'acéglinestérase chez le chat et le primate
(Graybiel & Ragsdale, 1978), ainsi que par la tigtion hétérogéne des récepteurs opioides
K chez les rongeurs (Herkenham & Pert, 198fL¥ifure 8). Cette compartimentation existe a
la fois au niveau du striatum dorsal et ventral,e&ception de la régiorshell du noyau

accumbens (Vooret al, 1989).

Les striosomes qui occupent environ 15% du striatsomt riches en récepteurs
opioides |, en récepteurs de la neurotensine i&cepteurs AMPA. lls sont entourés par une

matrice abondante riche en acétylcholinestérasenatstatine et calbindine. Cette
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architecture particuliere donne au striatum uneuaigation modulaire qui est d’'une certaine
facon analogue a la structure en colonnes du cottex neurones épineux respectent
strictement les limites des compartiments striataerx confinant leurs corps cellulaire et
champ dendritique dans les striosomes ou dans tacmales interneurones cholinergiques
sont majoritairement localisés aux frontieres dessomes et de la matrice. Cette localisation
préférentielle laisse supposer que ces internear@aemettent les interactions entre les
projections striatales des deux compartiments (Wostaal, 1995; Kawaguchet al, 1990). Il

a été proposé que ces neurones puissent recewiaffiEences corticales, thalamiques et

dopaminergiques (Wilsoet al, 1990) et soient impliqués dans la plasticitéatdfe.

// e,
o Py /‘WA

5’»"’ fty fw

,,'

Figure 8. Révélation de la structure « matrice — sbsome » du striatum murin par
localisation immunohistochimique des récepteurs opides p.Le marquage des récepteurs
(en noir) indique le compartiment « striosome » stratum, tandis qu'une absence de
marquage est constatée dans la matrice (VL : \cemeriatéral).

D’apreés les ressources de I'Université Humbolt deliB.

[1l.2.2 Le noyau accumbens

Le noyau accumbens (Acb) fait partie de la bowttato-pallido-thalamo-corticale
(Alexander & Crutcher, 1990), mais recoit égalemeést nombreuses informations en
provenance de diverses structures limbiques, quuéemt 'amygdale, I'hnippocampe et le
cortex préfrontal. Les principales voies efférerdesl’Acb projettent sur diverses structures
cérébrales, connues pour leur capacité a régakgréssion du comportement. Ainsi, il a été
suggéré que I'Acb pourrait représenter une interéatre systéme limbique et systéme moteur
(Mogensonet al, 1980). D'un point de vue anatomique et neurociumi I'Acb peut étre

sous-divisé ertore (AcbC) etshell (AcbS) et le pattern de projection de ces deuxaory
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differe : I'AcbC ressemble au striatum dorsal atjgite majoritairement sur le pallidum
ventral, alors que I'AcbS projette en plus surédéhts sites effecteurs comme I'hypothalamus
et la substance grise périaqueducale. L'innervadigmaminergique de I'Acb joue un role
critigue dans les propriétés motivationnelles dsatles drogues et des stimuli qui leur sont

associés, et participe ainsi a lI'addiction (BeridgRobinson, 1998).

[11.2.3 Le Globus Pallidus

Le globus pallidus (GP) est une structure triangellsituée entre le putamen et le bras
postérieur de la capsule interne. Il est traveasé&lp nombreuses fibres myélinisées, ce qui lui
donne cette apparence caractéristique en coloratibarigine de son nom de « corps pale ».
Le terme de noyau « lenticulaire ou lentiforme & pgfois utilisé pour désigner I'ensemble

putamen-GP, en raison de sa forme de lentille ssicdupes de cerveau.

Le GP se divise en trois domaines fonctionnels gltbdus pallidus interne (GPI),
externe (GPe), et le pallidum ventral (PV, partiegddeure du GP, située sous la commissure
antérieure). Les populations neuronales de ces idesasont extrémement similaires,
GABAergiques, et non différenciables pour la pluangle part (Carpenter, 1981). Chez
'homme, le GPe représente 70% du volume total du (Ghorneret al, 1975). Une
représentation des deux principaux domaines fometils du GP est donnée en figure 9. Chez
les non-primates, le GPe et le GPi sont bien sépetréespectivement appelés pallidum et

noyau entopédonculaire.

Noyau caudé

Capsule interne

Putamen

Figure 9. Vue coronale schématique du globus pallid chez le primate.Le globus
pallidus est situé entre le putamen et la capsukyrie. Deux domaines fonctionnels sont
visibles : le globus pallidus externe (GPe) etrime(GPi).
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[11.2.4 Le noyau subthalamique

Le noyau subthalamique est une structure bicongdxée entre la partie ventrale de
la zona incerta et la partie dorsale des pédonaédesbraux. Il fut découvert en 1865 par
Jules Bernard Luys, et fut par la suite appelésdpLuys par August Forel. Luys découvrit
non seulement le noyau subthalamique (NST), mdi®dalement le premier a penser que
cette structure était étroitement liee aux GB. Pdesineurones des GB, ceux du NST sont

les seuls a étre excitateurs et a utiliser le glate comme neurotransmetteur.

[11.2.5 La substance noire et les structures dopaminergidquanésencéphale
[11.2.5.1 La substance noire

La substance noire est le plus grand noyau mégkaligue se situant dans le
tegmentum ventral du mésencéphale. Elle se divisadaux parties qui possédent des
connections et des neurotransmetteurs distinate partie ventrale a faible densité cellulaire,
la substantia nigra pars reticulatéSNr), et une partie dorsale a haute densité lagky la
substantia nigra pars compac{8Nc).

La SNc est composée de grands neurones qui peésechez les primates, une
pigmentation noire a l'origine du nom de la struetgsubstance noire dacus nige). Les
neurones de la SNc sont dopaminergiques et projgitencipalement sur le striatum. Leurs
caractéristiques chimiques et morphologiques sétdiltees enl.2.5.2

Les neurones de la SNr projettent surtout suhd&amus (noyau antérieur, ventral
latéral et médiodorsal), mais aussi sur des noyhuxronc cérébral (colliculus supérieur,
noyau pédonculopontique), et sont GABAergiquesrhra dendritique de ces neurones est
extrémement étendu, et peut parfois couvrir 80 %adengueur de la SNr et 70 % de sa
largeur (Francoigt al, 1987). L'orientation du champ dendritique d’'ururene dépend de la
position de celui-ci a l'intérieur de la structutees neurones de la partie dorsale de la SNr
étendent leurs dendrites suivant les 3 axes aloes lgs neurones de la partie ventrale

confinent leurs dendrites dans le plan ventral agan €f. figure 10).
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1 mm

Figure 10. lllustration d'une coupe sagittale de la substance noire, montrant
I'organisation des neurones dopaminergigues de laNg et des neurones GABAergiques
de la SNr. Les dendrites de la SNc ventrale (en gris) s’étehdans SNr. Notez le champ
dendritique des neurones de la SNr dorsale, gters¥édans les 3 dimensions de l'espace,
alors que celles des neurones de la partie vensrale confinées dans le plan ventral du
noyau. (SNCD: Substance Noire Compacte Dorsale; \BN&ubstance Noire Compacte
Ventrale; SNR: Substance Noire Réticulée).

D’aprés (Paxinos, 2004).

[11.2.5.2 Les structures dopaminergiques du mésencéphale

Le systéme dopaminergique mésencéphalique est les mrand systéme
dopaminergique cérébral. L'organisation des newsawpaminergiques chez les primates et
les rongeurs est globalement similaire. Tout d’dbaécrit chez le rat (Dahlstrom & Fuxe,
1964), puis chez les primates non-humains (Feéiteral, 1974) et 'homme (Nobin &
Bjorklund, 1973), le systéeme dopaminergique mégamaléue est composé de trois groupes
cellulaires : I'aire rétrorubrale (ARR, groupe A8, substance noire (quasi exclusivement la
SNc, groupe A9) et l'aire tegmentale ventrale (ATYroupe A10). Chez le rat,
immunocytochimie de Ila tyrosine hydroxylase révélenviron 20000 neurones
mésencéphaliqgues dopaminergiques dans chaque hémdsmlont 9 000 appartiennent a
ATV (Bjorklund & Lindvall, 1984).

La division anatomique des cellules dopaminergicqereensembles ventral et dorsal
est supposée refléter des efféerences et des a@tgtees morphologiques et chimiques
différentes. Les neurones de I'ensemble dorsalgulesg des dendrites orientées selon un plan
médiolatéral, et sont situés dans la région dordalda SNc, I'ATV et I'ARR. Une des
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caractéristiques majeures de ces neurones esfole@rimmunoréactivité pour la calbindine
D-28K (CALB1) (Haberet al, 1995). Les neurones de I'ensemble ventral sqydroses en
deux sous-groupesf( figure 10) :i) une partie a forte densité cellulaire située demsant

par rapport a la SNr ji) des colonnes de neurones dopaminergiques qui rpanet
profondément dans la SNr (Lewis & Sesack, 1997% heurones de la partie ventrale ne
présentent pas de marquage CALB1 (Hadaal, 1995). Chez le rat, les neurones contenant
la calbindine projettent spécifiqguement sur la ioatrstriatale, alors qu’au contraire, les

neurones calbindine-négatifs innervent préférdptignt les striosomes (Gerfehal, 1987).

Une forte proportion de neurones dopaminergiquetadSNc médiane et de 'ATV
contient de la cholecystokinine (CCK) et de la ngemsine (NT) (Kalivas, 1985). Bien que
plus de 90% des neurones contenant de la NT coetierégalement de la CCK, seuls 10 a
15% des neurones CCK-positifs contiennent de la IN& neurones dopaminergiques du
mésencéphale qui contiennent l'une et/ou l'autrecel® deux protéines sont connus pour
projeter sur le noyau accumbens, le cortex prédtait’amygdale (Kalivas, 1985).

Les neurones de la substance noire (SN) fontepaltis ganglions de la base et
projettent sur le striatum. lls sont impliqués densegulation des mouvements volontaires et
des réflexes. Les neurones de l'aire tegmental&alen(ATV), situés juste a coté de la SN,
donnent naissance aux fibres dopaminergiques aaatrsdmésolimbiques et mésocorticales
en projetant de maniére diffuse sur plusieurs siras corticales et sous-corticales. Les
neurones de I'ATV sont connus pour jouer un rolesdda mémoire, l'attention et la
régulation des comportements addictifs ou émoliise troisieme population de neurones
dopaminergigues mésencéphaliques se situe dares iérorubrale (ARR) et projette vers le
striatum dorsal et la formation réticulée ; cettgpylation de neurones est impliquée dans les
mouvements orofaciaux. Il existe par ailleurs demnections entre les neurones

dopaminergiques de SN/ATV et ceux de 'ARR.

[11.3 Les afférences des ganglions de la base

Le circuit fonctionnel des GB est classiquementsat#ré comme une boucle cortico-
corticale passant par le striatum, le pallidum aetstibstance noire, puis le thalamus. Le
striatum est la structure d’entrée des GB. Le QPiaeSNr constituent quant a eux les
principales voies de sortie des GB. Le striatunoitdes projections de la quasi-totalité des

régions corticales aussi bien que sous-corticaRzgmi ces différentes afférences, les
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projections du cortex sont de loin les plus impaea et proviennent essentiellement du
cortex ipsilatéral. En fonction de leur cible dfala, les projections proviennent de neurones
situés dans les couches corticales supragranuwairenfragranulaire (Gerfen, 1989). Ces
projections corticales sont particulierement intéemtes dans la mesure ou elles semblent
imposer au striatum un pattern d’organisation flametelle conservé dans I'ensemble des GB
(cf.figure 11).

[11.3.1 Les projections cortico-striatales

Ces projections proviennent de I'ensemble du coi@etfen & Wilson, 1996) et sont
la principale source d’afférences du striatwi figure 14).

Les fibres cortico-striées aboutissent principaleinael niveau des épines dendritiques
des neurones de projection du striatum dorsal mrale(Dubeet al, 1988; Kemp & Powell,
1971). Ces projections sont excitatrices et utiide glutamate comme neurotransmetteur
(Christieet al, 1987; Divacet al, 1977; Fonnunet al, 1981; Kitai, 1981).

Les projections cortico-striatales gagnent le stmaselon un systéme de projection
topographiqguement organisé. Ce systéme fut toubodth mis en évidence chez le rat
(Webster, 1961), puis confirmé a plusieurs repridass d’autres especes (Donoghue &
Herkenham, 1986; Donoghue & Kitai, 1981; Gerfen84)9 Succinctement, le cortex
sensorimoteur projette sur le striatum dorsolatéeal cortex visuel et auditif sur les parties
médiane et dorso-médiane du striatum, et les améso- et allocorticales sur le striatum
ventromédian, le noyau accumbens et le striaturtralefne.. les régions striatales des bulbes
olfactifs) (McGeorge & Faull, 1989). L’'organisatidapographique des projections cortico-
striatales respecte donc une régionalisation fonoglle. Différents modéles de
fonctionnement des GB ont été proposés sur la thasmette organisation, sans qu’aucun ne

soit néanmoins pleinement satisfaisant.

[11.3.2 Les projections nigro-striatales

Des études antérieures ont décrit I'innervatiotea#laminergique du télencéphale
basal (Fallon & Moore, 1978; Moore, 1978). Ces éstudnt montré qu’alors que les
projections noradrénergiques du tronc cérébralidébcus coeruleus vers le télencéphale basal
ne présentent pas une topographie évidente, Igscpioms dopaminergiques sont au contraire

topographiquement organisées.

a7



Afférences
cortico-
" striatales

r y | '\I
- - |
I
\ £ \
% .-.‘--'- = ELd L II
\"'-:'. 1 Ere il | f
Voie Volie _ i
thalamo- thalamo- Lk Y -
corticale  striatale EeA N - o
R el l?___}/Voie striatale
=N indirecte
" v Voije striatale
directe ~
- ! -
o '-H " ' E .
.. rp GPM -thalamus
- -~ L5 0 -
R0 .  U. G
o : s '.:1 e |
. o l‘!l - o . .‘_'\;.
SNr - colliculus.- |
bk o e /I
il R '
T = '_;I_:l_.f'.-'-:_: Y = bt
Voie nigro- e - o
thalamique = -

Figure 11. Organisation topographique au sein desiftérentes structures des ganglions
de la base chez le rat.

GPL: globus pallidus latéral ; SNr: substance ncéteulée ; GPM: globus pallidus médian.
Les fleches vertes indiquent les projections ek@ites glutamatergiques, tandis qu’en rose
sont représentées les projections inhibitrices GAB#gues.

D’aprés (Paxinos, 2004).
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L’organisation générale de ces projections verselencéphale se dessine en trois
voies majeures : la voie nigrostriatale irradiaes dires A8 et A9 ; la voie mésolimbique
prenant son origine dans l'aire A10 ; et la voiesoodrticale venant d’A10 et probablement
d’A9.

Fallon et Moore (1978), ont étudié en détail lejgmtions des neurones
dopaminergigues mésencéphaliques a I'aide de mméthodes. Premiérement, la localisation
des corps cellulaires des neurones dopaminergighieiterminée par une adaptation de la
technique histochimique de Falck-Hillarp (Lindvé&llBjorklund, 1974). Deuxiemement, le
pattern de projection global de ces cellules fuhlyse grace a une méthode de tracage
radioactif par transport antérograde (Coweral, 1972), et troisiemement, la méthode du
transport de la HRPhorseradish peroxidajefut employée pour définir précisément la
topographie de ces projections. La synthése derésstats et de ceux obtenus dans des
etudes antérieures (Fallon & Moore, 1978; Moore/8)9permet d’établir une corrélation
démontrant la topographie des projections des negsronésencéphaliques dopaminergiques
vers le cortex cérébral, le télencéphale basa striatum.

Les projections nigrostriatales proviennent desuges de cellules dopaminergiques
A9, A10 et A8. L’'organisation de ces projectionété étudiée chez le singe (Haber & Fudge,
1997). Cette étude a aboutit a trois conclusiongues :i) le striatum sensori-moteur recoit
ses afférences dopaminergiques principales desmedocellulaires de la partie ventrale de la
SNc ;ii) le striatum limbique est préférentiellement ingepar 'ATV et la partie dorsale de
la SNc ;iii) le striatum associatif recoit les afférences derorees dopaminergiques situés
majoritairement dans la région dense de la SNcralenfcf. figure 12). La situation est
différente chez le rat ou les neurones de la SNeal® projettent sur le striatum dorsal
(Gerfenet al, 1987) €f. figure 13).

Chez le rat, deux types de fibres dopaminergiqueseté distingués en fonction de
leur taille et de la fréquence des varicosités fgeet al, 1987). Le type le plus courant
correspond a des axones lisses et fins avec pewartmsités. Ces axones proviennent de
'ATV, 'ARR et de la partie ventrale de la SNc, g€achévent dans la matrice striatale. Le
deuxieme type de fibre est constitué d’axones @&ygent plus fins avec des varicosités plus

fréquentes et innervant spécifiquement les striesofGerferet al, 1987).
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(a) Striatum (b) Frontal cortex

-Putamen

y

Ventral
striatum

Figure 12. Distribution des neurones dopaminergique mésencéphaliques projetant vers
le striatum et les aires limbiques et corticales @z le primate.La confluenceles cellules a
I'origine des voies méso-striées, méso-limbiqueméso-corticales chez le primate est plus
prononceé que chez le rat (comparer avec la fig@)e Lles projections corticales dérivent de
toutes les régions de lI'ensemble des neurones dopagiues mésencéphaliques, et
laugmentation du nombre de neurones nigraux ppjesur le cortex est particulierement
frappante. Abréviations: CP, pédoncule cérébral;CBS décussation du pédoncule
cérébelleux supérieur; dt, tiers ventral; IL, ainéralimbique du cortex frontal ip, noyau
interpédonculaire; ML, lemniscus meédian; NIII, $®rtdu nerf oculomoteur; PL, aire
prélimbique du cortes frontal; RN, noyau rougetiet;s ventral.

D’aprés (Bjorklund & Dunnett, 2007).
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(a) Striatum (b) Limbic areas (c) Cortex

w\\)

@ Caudate-putamen @ Amygdala @ Cingulate cortex
@ Nucleus accumbens @ Oflfactory tubercle @ Prefrontal cortex
@ Septum @ Perirhinal cortex

Figure 13. Cellules a l'origine des voies méso-sbes, méso-limbiques et méso-corticales
chez le rat. Les neurones dopaminergiques projetant vers (agtriatum, les aires (b)
limbiques et (c) corticales sont partiellement mgks. Les cellules du tiers ventral de la SNc
(points rouges en (a)) innervent probablement skatunent, le territoire sensorimoteur du
caudé-putamen (zone rouge en (a)), alors que ledesedu tiers dorsal comprennent des
neurones qui projettent sur les régions limbiquies €t corticales (c) du télencéphale.
Abréviations : SNcsubstantia nigra pars compac¢t®&NI, substantia nigra pars lateralis
SNr, substantia nigra pars reticulafd/ TA, aire tegmentale ventrale.

D’aprés (Bjorklund & Dunnett, 2007).

51



Il existe cing sous-types de récepteurs dopamigeegi dont chacun est représenté
dans le striatum. Les récepteurs D1 et D2 soneptésur les neurones épineux de projection
des striatum dorsal et ventral, alors que les técep D3 sont, quant a eux, confinés dans le
striatum ventral limbique. Les ARNm des réceptelxs et D2 sont restreints a deux
populations neuronales majeures : les neuronesgcstrigraux a substance P, qui possedent de
nombreux récepteurs D1 et les neurones striatdpali a enképhaline, qui sont enrichis en
récepteurs D2. Cependant, cette ségrégation nastapsolue et on trouve des neurones
striataux qui contiennent les deux types de réceptdopaminergiques (Haber & Fudge,
1997). Dans le striatum ventral, les récepteurscbldcalisent partiellement avec D1 et D2
(Le Moine & Bloch, 1996). Par ailleurs, les inteun@nes cholinergiques du striatum
expriment les récepteurs D2 et D5 (Bergsbal, 1995; Le Moineet al, 1990). Des quantités
faibles de récepteurs D4 et D5 ont été observées dizs neurones striataux épineux dont les
sites de projection demeurent inconnus (Bergsaal, 1995; Mrzljaket al, 1996).

Certaines études suggeérent que les neurones dapagigires de la SNc et de 'ATV
innerveraient le globus pallidus, bien que moinssneement, et en particulier les segments
internes, le pallidum ventral et le NST (Cossetteal, 1999; Lindvall & Bjorklund, 1979).
Une autre source non négligeable d’afférence dapengique des GB serait la libération
dendritique de dopamine dans la SNr ou des réceptiapaminergiques ont également été
identifiés (Mrzljaket al, 1996). Ainsi, les interactions entre les noyaopaminergiques du
meésencéphale et les GB sont certainement bien iphp®rtantes qu’'on ne le pensait

auparavant.

Par ailleurs, il est & noter qu'une petite padi la voie nigrostriatale est non-
dopaminergique et utilise le GABA comme neurotragiseur. De plus, une projection
meésocorticale GABAergique reliant ATV au cortesotal a été mise en évidence chez le
rat (Steffensewt al, 1998).

[11.3.3 Les projections thalamo-striatales

De la méme facon que le cortex cérébral, le thataest une importante source
d’afférences excitatrices pour le striaturf. (figure 14). Ces projections sont presque
exclusivement ipsilatérales et innervent la todakitu striatum, noyau accumbens inclus
(Parent, 1986).

Les projections thalamiques vers le striatum soaforitairement issues des noyaux

intralaminaires (Cowan & Powell, 1956; Powell & Cany 1954), et plus particulierement du
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complexe centromédian parafasciculaire (Descheziesl, 1995). Ces projections sont
topographiguement organisées : le noyau médiodetsal noyau parafasciculaire projettent
majoritairement vers les territoires limbique esa@satif du striatum, alors que les noyaux
ventraux, centromeédians et latéropostérieurs penjetsur le territoire sensorimoteur
(Gimenez-Amayat al, 1995; Nakanet al, 1990).

[11.3.4 Autres afférences striatales

Le cortex, la substance noire et le thalamus sdiotigine des trois principales voies
afférentes du striatum. D’autres projections, gii@intement mineures, ont cependant été

mises en évidence.

Ainsi, 'amygdale envoie des afférences probabldémexcitatrices (Noda, 1968)
topographiqguement organisées. Cette structure tgo@ant au systéme limbique, il a été
suggéré que ses projections vers le striatum étpramcipalement dirigées vers le striatum
limbique. Une étude chez le primate a montré queeiérences de lI'amygdale étaient

majoritairement dirigées sur la parsieelldu noyau accumbens (Fudegjeal, 2002).

La sérotonine est un neuromédiateur présent aaeRptrations relativement élevées
dans le striatum, ou elle est supposée exerceactien inhibitrice (Milleret al, 1975; Olpe
& Koella, 1977). Les fibres sérotoninergiques pertnnaissance dans le noyau dorsal du
raphé (Szabo, 1970), et innervent le striatumybstnce noire et le globus pallidus (Halliday
et al, 1995).

Noyau

En provenance du | !
caude

cortex cérébral
(GLUTAMATE)

O\

Thalamus

'
K"\,\j\/

b Noyau centromédian
(GLUTAMATE)
Substance noire

compacte
(DOPAMINE)

Putamen

Figure 14. lllustration des principales afférencesdes ganglions de la base chez le
primate.

53



lll.4 Les voies de sortie et les boucles des gangliondalbase

Le GPi et la SNr sont les principales structuresaltie des ganglions de la base. lls
envoient leurs projections vers le thalamus, Idiadus supérieur et les noyaux prémoteurs

du tronc cérébral.

Il a été longtemps suggéré que le GPi était innparde striatum moteur alors que la
SNr I'était par le striatum associatif. Cependamt,autre point de vue propose que chaque
région striatale innerve a la fois le GPi et la $Alexander & Crutcher, 1990; Alexander
al.,, 1990; Kawaguchet al, 1990). La région ventrale du GPi, qui recoit ileformations
sensorimotrices du striatum, projette sur le noyantrolatéral et le noyau centromédian,
alors que les régions du GPi innervées par letstnassociatif et limbique, projettent sur le
noyau antéroventral parvocellulaire et la partistnade du noyau parafasciculaire (Sidite
al., 1997). Les différents noyaux thalamiques projgtten retour vers le cortex frontal,
refermant ainsi la bouclef¢ figure 15).

Vers le cortex
cérébral

Thalamus
(GLUTAMATE)

Noyau antéroventral

Noyau ventrolatéral

Globus pallidus —— Noyau centromédian

segment interne
(GABA)

Substance noire réticulée
(GABA)

Figure 15. lllustration des principales efférencesdes ganglions de la base chez le
primate.
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[11.5 Les circuits internes des ganglions de la base slgoies directe et indirecte

l11.5.1 Le modéle classique

Sur la base de données anatomiques Albin et codsdurs proposent en 1989 un
modéle d’organisation des GB constitué de deuxsvparalleles « directe » et « indirecte »
(Albin et al, 1989). Dans la voie directe, les neurones stnatdABAergiques inhibiteurs
projettent directement sur les structures de salti® GB, le GPi et la SNr. Dans la voie
indirecte, globalement excitatrice, les neuronaatatix projettent sur GPi/SNia le GPe et
le NST ¢f. figure 16).

Selon ce schéma d’organisation, les propriétéstifumuelles des GB sont liées aux
influences opposées des circuits internes surttastsres de sortie. Ainsi, I'activation de la
voie directe leve l'inhibition de la voie thalamorticale en inhibant les structures de sortie,
et autorise donc l'expression des activités cddgaCe processus est considéré comme
central dans la physiologie des ganglions de lae beis participerait a linitiation du
mouvement. A linverse, en exercant un effet répeas sur I'expression des programmes
moteurs, la voie indirecte participerait au corgrdé I'amplitude du mouvement. Il doit donc
s’établir un équilibre subtil entre I'action inhifice de la voie directe et I'action excitatrice de

la voie indirecte.

Cet équilibre est sous le controle des neuroneardmergiques de la SNc. De
nombreux travaux tendent a indiquer que les réoeptdopaminergiques de type D1 sont
préférentiellement localisés au niveau des corfiglaiees des neurones appartenant a la voie
directe, tandis que les récepteurs D2 sont préiétiement localisés sur les neurones striato-
pallidaux appartenant a la voie indirecte (Geré¢ral, 1990; Le Moine & Bloch, 1991; Le
Moine & Bloch, 1995). L'activation des récepteur$ B un effet excitateur, alors que la mise
en jeu des récepteurs D2 aboutit a une réductidiactevité neuronale (Huff, 1996; Jensen
al., 1996). La libération de dopamine dans le striaawmait donc deux effets : I'activation des

neurones de la voie directe et I'inhibition desmees de la voie indirecte.

La ligne directrice de ce modelee(. le déséquilibre entre les activités des voies
directe et indirecte) permet de rendre compte désamismes pathologigues mis en jeu dans
les troubles hyper- ou hypokinétiques (All@nhal, 1989; DelLong, 1990). Lors de la maladie
de Parkinson, la dégénérescence des neurones dapgingies de la voie nigrostriatale

provoquerait donc a la fois une activation desreffées striatales vers le GPe et une

55



inhibition des projections striatales vers GPi/SKibin et al, 1989). Dans ce modéele,

I'inhibition du GPe entraine la levée de I'inhibiti qu'il exerce sur le NST. La hausse de
I'activité de ce dernier contribue a augmentertiac inhibitrice du GPi et de la SNr sur le

thalamus, conduisant finalement a l'inhibition gesjections thalamo-corticales (Alexander
& Crutcher, 1990). Cette hypothése est renforcée 'lpagmentation des fréquences de
décharge du NST et du GPi observée dans la maladtarkinson (DeLong, 1990).

[11.5.2 La remise en cause du modele classique

[11.5.2.1 Structures d’entrée et de sortie

Plusieurs études ont rapporté I'existence de \eiegatrices directes entre le cortex et
le NST (Bevan & Bolam, 1995; Mauriad al, 1998; Nambtet al, 1996). De plus, certains
neurones corticaux innerveraient a la fois le staet le NST (Parent & Hazrati, 1995a;
Parent & Hazrati, 1995b). Le NST peut donc étresa®#ré comme une structure d’entrée des
GB, au méme titre que le striatum. Finalement,G8&sseraient un circuit & double entrée :

une entrée striatale inhibitrice, et une entré¢halmique excitatrice.

Bien que le GPi et la SNr soient les principalescstires de sortie des ganglions de la
base, des projections directes du GPe vers lentlialaont également été décrites, suggérant
gue cette structure pourrait influencer les fonionotrices indépendamment des structures
de sortie (Parent & Hazrati, 1995a; Parent & Hazit&95b)

[11.5.2.2 Voies directe et indirecte

En dépit des nombreuses données corroborant le lendd&lbin et DelLong, des
découvertes assez récentes semblent incompatidedeamodeéle dualiste actuel des GB. En
effet, certains neurones des GB possedent de laoyesectivités collatérales (Paresital,
2000).

De plus, une colocalisation des récepteurs D1 etda@s les neurones striataux a été
mise en évidence (Aizmaat al, 2000), ce qui suggere que les neurones striatguix
projettent sur le GPi pourraient potentiellemerdjgter aussi sur le GPe (Wat al, 2000).

Wu et collaborateurs (2000) ont divisé les neuraigataux en trois sous-types en se basant
sur des données anatomiquéd} les neurones épineux moyens de type | qui projette
uniquement sur le GPai) les neurones épineux moyens de type Il qui pesjetr la fois sur

GPe et SNr i) les neurones épineux moyens de type Il qui prepetsur GPe, GPi et SNr.
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Le GPe ne serait pas ainsi une simple structuagsrde la voie indirecte, mais bel et bien une

structure intégrative.

Enfin, contrairement a ce que pourrait suggérendelele classique, une lésion du GPi
ne se contente pas d’améliorer les caractéristitpypskinétiques de la MP, mais allége
egalement les désordres hyperkinétiques, et lésngslu thalamus ne conduisent pas a un
syndrome parkinsonien. Il y a donc de plus en plasguments permettant de remettre en

cause le modéle classique d’Albin.

Noyau caudé
(GABA)

Putamen
(GABA)

Globus pallidus

segment externe
(GABA)

Noyau subthalamique
(GLUTAMATE)
Segment
interne
(GABA)

Substance noire
réticulée

Figure 16. Illustration des circuits internes des gnglions de la base chez le primate.
Dans la voie directe, les neurones striataux pgesjetdirectement sur le segment interne du
globus pallidus (GPi) et la substance noire rééieu(SNr). Dans la voie indirecte, les
neurones striataux projettent sur le GPi et la8alle noyau subthalamique.
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vV LA MALADIE DE HUNTINGTON

IV.1 Caractéristiques cliniques

Le caractere héréditaire de la chorée fut notédpanombreux médecins du début du
19°™ siécle, mais la description détaillée qu'en fito@® Huntington a conduit a la
désignation éponyme de la maladie (Huntington, 1872

Bien que 'age moyen de déclaration de la maladiéldntington se situe entre 30 et
40 ans, les individus atteints peuvent devenir sgmptiques des I'age d’'1 an et jusqu’a celui
de 80. Avant ce stade, ils sont en pleine sant€oelt pas d’anomalie clinique détectable
(Myers, 2004). Cette période saine est difficildistinguer de la phase pré-diagnostique au
cours de laquelle les patients sont victimes deridroubles de la personnalité, de la
cognition et du contréle moteur. Le diagnosticaenaladie est réalisé lorsque les symptomes
sont suffisamment développés et spécifiques (Pawseal, 2005). Dans la phase pré-
diagnostique, les patients deviennent irritablésjrthibés et inaptes au travail. Il leur devient
difficile d’effectuer plusieurs taches simultanéet les pertes de meémoire et l'anxiété
deviennent de plus en plus importantes. Les patigréisentent un état de grande agitation et
une incapacité a se reposef table 1).

Les affections cognitives de la maladie de Huntingégpargnent souvent la mémoire a
long-terme mais atteignent en revanche les fonstiexécution telles que l'organisation, la
planification ou la faculté d’adaptation et retardé€acquisition de nouvelles compétences
motrices (Folstein, 1989; Snowden al, 2002). Ces caractéristiques s’accentuent auufil d
temps ; la parole décline plus vite que les capadite compréhension. Contrairement a la
cognition, les symptédmes psychiatriques et compwetgaux ne semblent pas progresser au
cours de la maladie. Cependant, la dépressionaesttéristique et le suicide est 5 a 10 fois
supérieur chez les malades que dans la populaéoérgle (Balikcet al, 2004; Di Maioet
al.,, 1993; Robins Wahliret al, 2000; Snowdert al, 2002). Certains patients développent
egalement des symptémes maniaques et psychoti§oew/deret al, 2002).

Bien qu’utile pour le diagnostic, la chorée esimemvais marqueur de la sévérité de la
maladie (Mahanet al, 2003; Younget al, 1986). Les patients qui ont déclaré la maladie de
Huntington de facon précoce ne développent pahdete, sinon de facon tres transitoire. La
plupart des malades sont atteints par une choréesfjiprogressivement remplacée par la

dystonie et une rigidité posturale (Mahantl, 2003; Younget al, 1986).
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Une autre caractéristique de la maladie de Hurdimgui contribue a I'hyperactivité
des patients est la non-persistance motrice, a*dgte I'incapacité de maintenir la contraction
volontaire d’'un muscle a un niveau constant (Gordbnal, 2000). Cette derniere est
indépendante de la chorée et progresse linéaireraesant d’elle un marqueur potentiel de
I'évolution de la MH.

En raison de I'aggravation des déficits moteursognitifs, les patients ne meurent pas
de la MH elle-méme, mais de complications liées@uxes, a la dysphagie, a une défaillance
cardiaque, ou encore a des problemes respiratdigsmort survient en moyenne une
vingtaine d’années apres le diagnostique de ladi@a(&olstein, 1989).

Plus d’'un siécle aprés la découverte de la malaaiieGeorge Huntington, il n'existe
toujours pas de traitement efficace, et la MH cdnidexorablement a la mort.

Désordres comportementaux et symptémes des
patients atteints de la maladie de Huntington

Apathie ou mangue dinitiative
Dysphonie

Irritabilité

Agitation et anxiété

Ferte de I'esprit critigue

Symptémes fréequents (20 a 50 % des patients)
Désinhibition

Humeur dépressive

Euphorie

Agoressivite

Symptémes peu fréquents (5 a 12 %)
Délire

Cibsession

Symptémes rares (< 5 %)
Hyperactivité sexuelle

hallucinations

Table 1.
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IV.2 Caractéristiques neurochimiques et neuropathologiges

Les changements neuropathologiques dans la MH extnémement sélectifs. lIs
consistent en une perte cellulaire sévére et uoplae qui atteint d’abord le noyau caudé et
s’étend ensuite au putamen (Gutekunst, 2002; Reuigims 2003; Vonsattel & DiFiglia,
1998). Les cerveaux de patients décédés a un stadecé de la maladie présentent une
dilatation des ventricules latéraux qui résultel'dgophie du striatumdf. figure 17). Les
neurones striataux épineux sont les plus vulnésatflarmi eux, les neurones a enképhaline
qui projettent sur le GPe sont plus touchés quadesones a substance P qui innervent le GPi
(Gutekunst, 2002; Rubinsztein, 2003). Les interoees sont en général épargnés. Les autres
régions cérébrales affectées par la MH comprenaenibstance noire, les couches corticales
lll, V et VI, la région CAl de 'hippocampe (Spargbal, 1993), le gyrus angulaire du lobe
pariétal (Macdonald & Halliday, 2002; Macdonatlal, 1997), les cellules du Purkinje du
cervelet (Jestet al, 1984), les noyaux tubéro-latéraux de I'hypothalanKremer, 1992;
Kremeret al, 1991) et le complexe centromédian-parafasciaildir thalamus (Heinsest
al., 1999).

Normal

Figure 17. Coupes coronales des cerveaux d’un indiv normal et d’'un individu atteint
de la maladie de Huntington.Notez I'atrophie du noyau caudé et du putamen Ehemlade
(MH). Notez aussi I'atrophie du cortex a ce staddadmaladie.

Il est possible, lors des stades symptomatiquesopes de la MH, que le cerveau ne
présente pas de neurodégénérescence (Gomez-Tettada 2001; Mizunoet al, 2000;
Myers et al, 1991). Quoiqu’il en soit, les signes d'un dysfimenement neuronal sont
abondants, méme chez les individus asymptomatiduessneurones corticaux présentent une

diminution du marquage des fibres nerveuses, desofilaments, de la tubuline, et une

60



diminution de la concentration de la complexin®#Pfospercet al, 2004; Modreggeet al,
2002). Ces éléments sont associés aux fonctioraptygnes, a l'intégrité du cytosquelette et
au transport axonal, ce qui suggere un r6le impoda dysfonctionnement cortical dans la

physiopathologie de la maladie.

IV.3 Geénétique

La maladie de Huntington se transmet sur le modesamique dominant, et a donc
50% de chance d’atteindre les descendants a clgg@mération, quelque soit leur sexe. Le
géne responsable de la MH a été identifié en 1883egiHuntington’s Disease Collaborative
Research GrouplLe géne HD est situé sur le bras court du chromes4 et contient une
importante répétition polymorphe de triplets. Lésles normaux contiennent des répétitions
CAG, mais lorsque leur nombre est supérieur ou &g, la pénétrance de la MH est totale
(Gutekunst, 2002; McNe#t al, 1997; Rubinszteiet al, 1996). Une pénétrance incomplete
est observée entre 36 et 40 répétitions, et erodesie 36 répétitions, les sujets ne sont pas
atteints. Le nombre de répétitions CAG rend cora@®% de la variation dans I'age de début
de la maladie, les 40% restants étant dépendantsmiéronnement et du terrain génétique
(Chattopadhyayet al, 2005; Chattopadhyagt al, 2003; Djousseet al, 2004; Kehoeet al,
1999; Rosenblatt al, 2001; Wexlert al, 2004).

Les répétitions de triplets CAG d’'un nombre supérig 28 présentent une instabilité
de réplication qui augmente avec la taille de [#@téion. Cette instabilité conduit la plupart
du temps a une expansion de triplets (73%) magspalt parfois aboutir a une contraction
(23%) (Chattopadhyat al, 2005; Djousseet al, 2004; MacDonalcet al, 1999). Cette
instabilité est également plus importante au cdara spermatogénéese que de I'ovogéneése, et
les grandes expansions de triplets sont presquesexament observées chez les hommes
(Kremeret al, 1995; Ranert al, 1995; Trottieret al, 1994). Ces observations expliquént
le phénomene d’anticipation par lequel 'dge ddatéton de la MH devient de plus en plus
précoce au fil des générations, 'apparente hérédité paternelle de la maladie dbez
enfants avec une apparition juvénile des symptérSeton le méme raisonnement, les
nouveaux cas de MH qui se déclarent sans antésedamtiliaux, présentent une
amplification de triplets a la frontiere de la nalité (28 a 35 répétitions CAG), la plupart du
temps du c6té paternel.
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Bien que minoritaire, il existe une mosaique somueti des expansions dans le
striatum des patients et des modéles animaux dealadie (Anceaet al, 2004; Georgiolet
al., 1999; Squitieret al, 2003; Wexleet al, 1987).

Les cas d’homozygotie de la maladie ne préseni@nidp différence significative de
l'age de déclaration de la maladie (Wexkdr al, 1987), mais sa progression peut étre

accélérée (Squitiest al, 2002; Squitieret al, 2003).

IV.4 Epidémiologie

La maladie de Huntington montre une prévalencelestdans la population blanche
d’environ 5 & 7 individus affectés sur 100 000. @aseptions existent dans des zones
géographiques ou l'origine de la population peu¢ @éetracée jusqu’a quelques fondateurs,
comme la Tasmanie (Pridmore, 1990) et autour dMia@caibo au Venezuela (Youegal,
1986). Au Japon, la prévalence de la maladie mjestde 0,5 sur 100 000, et la fréquence est
encore plus faible dans le reste de I'Asie (Takahal, 1998). Les populations africaines
montrent elles aussi une prévalence réduite, hiencgrtaines zones ou ont lieu des mariages
mixtes avec la population blanche présentent uéquénce plus élevée (Folstein, 1989;
Harper, 2002; Hayden, 1981).

La raison de la persistance des difféerences d'amd de la maladie demeure
inconnue. Aucune étude n’a montré une diminutiomioel augmentation du nombre d’enfants
des personnes malades. De plus, le géne de Ianbtiné ne semble conférer aucun avantage
en dehors d’'une éventuelle baisse de l'incidenceahcer (Sorenseet al, 1999), qui est

peut étre liée a la régulation positive du gengeegseur TP53 dans la MH.

IV.5 Huntingtine et physiopathologie

La huntingtine est exprimée dans toutes les cesllde mammifere, avec les plus
grandes concentrations dans le cerveau et lesulesti; des niveaux modérés sont observés
dans le foie, le cceur et les poumons (DiFigliaal, 1995). Il existe des orthologues de la
protéine dans plusieurs espéces dont le poissae-fielnio rerio) et la drosophile (Jones,
2002). La fonction de la protéine sauvage est enta@s peu connue, de méme que le
processus pathologique mis en jeu dans la MH.

La MH étant une affection autosomique dominantks pburrait se développer en

raison d’'une haplo-insuffisance, c’est a dire diimeau trop faible de production d’une
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protéine nécessaire aux fonctions vitales de lduleel Cependant, les cas de délétion
terminale ou de disruption du gene HD chez 'honmaaléveloppent pas la MH (Ambrose
al., 1994).

Une caractéristique pathologique de la MH est lEapn d’inclusions nucléaires et
cytoplasmiques qui contiennent de la huntingtinetamie (Davieset al, 1997). Bien
gu’indicatives du processus pathologique et présectiez les malades bien avant I'apparition
des premiers symptébmes (Gomez-Tortesal, 2001), il est de plus en plus évident que ces
inclusions ne sont pas les marques d’'un dysfonoéiorent cellulaire ou de I'évolution de la
maladie, qui semblent plutét liés a des stadegmddiaires d’agrégats de polyglutamine
(Mukai et al, 2005). Dans certaines souris transgéniques nmoddde la maladie, les
inclusions ne sont observées qu’aprés l'apparities premiers symptdomes. Les cellules
possédant des inclusions semblent survivre plugtéomps que les autres (Menalledal,
2003) et il existe une faible corrélation entrepparition des inclusions et le début du
dysfonctionnement ou des symptémes neurologiqussj dien dans les modéles que dans la
maladie elle-méme (Arrasa& al, 2004; Gomez-Tortoset al, 2001; Menalleckt al, 2003;
Zuccatoet al, 2005). Un composé qui stimulerait la formatiors @grégats pourrait donc
diminuer les phénomenes neuropathologiques (Boeired;, 2006).

Certaines études suggérent que la copie mutantgéda HD confére un gain de
fonction toxique. Cette hypothese est supportéel’pristence de neuf autres pathologies
humaines associées a des expansions de polygletan@s ataxies spino-cérébelleuses 1, 2,
3,6,7,12 et 17 ; I'atrophie dentato-rubro-pallidysienne ; et I'atrophie musculaire spinale
et bulbaire (Andrewet al, 1993b; Benn, 2002; Geschwimd al, 1997a; Geschwinet al,
1997b; Komureet al, 1995; Margolis & Ross, 2001; Mariottt al, 2000; O'Hearret al,
2001; Piccioniet al, 2001; Pulst, 2003; Stevangt al, 2000). Aucun réle important de
I'haplo-insuffisance n’est rapporté pour ces maadies neuf pathologies présentent toutes
des inclusions neuronales contenant des agrégats pdbglutamine et une
neurodégénérescence sélective.

Le mécanisme par lequel I'agrégation des glutamic@sduit & une dysfonction
neuronale spécifique dans la MH et éventuellemdatrieurodégénérescence, n’a pas encore
eté élucidé, mais plusieurs processus clés ontdétdifies €f. figure 18). Les premieres
étapes impliqueraient la protéolyse et I'agrégation effet, la huntingtine mutante est plus
susceptible a la protéolyse que la protéine sayvagesa troncation semble faciliter
'agrégation (Jones, 2002; Lunkes & Mandel, 1998ePset al, 1999b; Saudoet al, 1998;

Wellington et al, 2000). Par ailleurs, les agrégats de protéineqtrée seraient toxiques et
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capables de translocation dans le noyau (Lunkesafddl, 1998; Mukagt al, 2005; Saudou
et al, 1998).

La production prolongée de huntingtine mutante &t formation d’agrégats
empécheraient l'autodestruction des cellules parmrsleprotéasomes ou vacuolisation
autophagique (Benn, 2002; Rangatal, 2004; Rubinsztein, 2003). Par ailleurs, les aapiseg
interféreraient avec d’autres protéines en lesutanot dans leur matrice. Ces protéines étant
en partie celles qui interagissent normalement &véantingtine sauvage (Benn, 2002; Mills
et al, 2005; Rangoneet al, 2004; Rubinsztein, 2003), il est possible quédatingtine
mutante, tronquée et agrégée, conserve des sitézatien actifs. Par ces mécanismes, et
probablement par d’autres, la huntingtine mutaffecee de nombreuses protéines nucléaires
et cytoplasmiques qui régulent la transcriptionni®e2002; Cha, 2007; Rubinsztein, 2003),
'apoptose (Benn, 2002; Hickey & Chesselet, 2003jbiRsztein, 2003), les fonctions
mitochondriales (Benn, 2002; Pane¥ al, 2003; Rubinsztein, 2003), la suppression de
tumeur (Baeet al, 2005), la libération de neurotransmetteur (DiPeos et al, 2004;
Modreggeret al, 2002; Squitiereet al, 2002) et le transport axonal (Charenal, 2005). La
huntingtine mutante n’apporterait donc pas uniquema gain de fonction toxique mais
exercerait aussi un effet dominant négatif dansdkeglle interfere avec les fonctions de la
huntingtine sauvage (Buset al, 2003; Gauthieet al, 2004; Zuccatet al, 2005).
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Figure 18. Modélisation de I'agrégation de la huntigtine mutée et de ses effets dans un
neurone. (1) les protéines chaperonnes (Hsp70 et Hsp40) antoteerepliement de la
huntingtine (htt) normale néosynthétisée. La htiitpalors assurer ses fonctions dans le
cytoplasme et le noyau du neurof@). Lorsque les chaperonnes détectent une conformation
incorrecte de la huntingtine, elles tentent dedliaiger. En cas d’insucces, la huntingtine mal
conformée est ubiquitinée et adressée au protéag8inEexpansion de glutamine dans la
huntingtine mutée modifie sa conformation. Ellea@ise par des caspases et calpaines, et les
fragments N-terminaux porteurs du motif polyQ,sstile sont pas dégradés par le protéasome
ou par autophagi€¢), s’accumulent dans le cytoplasme et le noyaufollsient alors des
agrégats cytoplasmiques aux cibles multip(} et des inclusions périnucléair¢g) et
intranucléaireg7) en séquestrant d’autres protéines, telles quenérgtine normale ou des
protéines intervenant dans la régulation de lastiaption, les empéchant d’assurer leurs
fonctions.

D’aprés (Landles & Bates, 2004).
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IV.6 Modeéles

IV.6.1 Modeles R6

Les premiers modeles animaux de la MH furent dépgde dans les années 1970 sur
la base de la vulnérabilité spécifique des neursirggaux aux acides aminés excitotoxiques
(Sanberg & Coyle, 1984). Ces neurones possedemoddreux récepteurs au glutamate
puisqu’il s’agit du neurotransmetteur de la voigtico-striée. Les neurones striataux sont
egalement sensibles a I'acide 3-nitropropioniques toxine mitochondriale, ce qui suggéere
gue la maladie de Huntington affecterait le métabw énergétique neuronal (Brouilkdtal,
2005).

Les premiers modéles animaux transgéniques de lafiviéht développés chez la
souris (Mangiariniet al, 1996), puis chez la drosophile et le nématodes (Ravaddadi,
2004; Vaddadi, 1996).

Les modeéles R6/1 et R6/2 sont les premiers modidesouris transgéniques de la
maladie de Huntington. lls expriment tout deux tagment de I'exon 1 du géne HD humain
et contiennent respectivement environ 115 a 156titegns CAG (Mangiariniet al, 1996).
L’expression du transgéne est sous le contrélerdmgteur humain de la huntingtine. Les
niveaux d’expression du transgene sont 31% et 7&%etli de la huntingtine endogéne dans
les R6/1 et R6/2. Consécutivement a la génératimnndodéles R6, plusieurs autre modéles
murins de la MH ont été développés (Menalled & Ghkxt, 2002). lls varient selon plusieurs
parametres, faisant de chacun un modele uniqugyiaend difficile la comparaison d’études
conduites sur différents modéles. Une source déahiiré cruciale est le nombre de
répétitions CAG exprimées. La taille du fragmenhigée est également une différence
importante et, la plupart du temps seul un fragnadenta huntingtine est exprimé. Les souris
R6 expriment seulement I'exon 1 (sur les 67 exares gpmpte le géne), codant environ 3%
de la région N-terminale de la protéine qui coritlerstretch de polyglutamine (Mangiariti
al., 1996). En revanche, d'autres modeles exprimentplds grandes portions de la
huntingtine, parfois méme la protéine entiére (Hmget al, 1999). Le promoteur qui dirige
'expression du transgene est également un imporfacteur influencant le niveau
d’expression de la protéine mutante et donc le Idppement de la pathologie. Certains
modeéles murins correspondent a des sdureck-in(Menalled & Chesselet, 2002), c'est-a-
dire que les répétitions CAG sont exprimées damsmiologue murin de la huntingtine dont

66



'expression est contrblée par le promoteur endegé&nfin, le fond génétique de la souche
utilisée pour générer les souris transgéniquesnastrellement tres important car il peut
influencer I'expression du gene HD (Menalled & Gdadst, 2002). Parmi tous les modeles de
la MH, le modele murin R6/2 est celui qui développe symptdomes le plus rapidement et

possede le plus grand nombre d’inclusions de hgtiti@ dans le cerveau.

IV.6.1.1 Changements comportementaux des souris R6

Les souris R6/1 et R6/2 présentent une série degehaents comportementaux qui se
développent graduellement. Les premiers symptonwsurs apparaissent vers I'age de trois
semaines. Les souris sont hyperactives a ce stagsdeet al, 2001) et présentent tres vite
les premiers signes d’altération de I'apprentissstgde la mémoire dans le test du labyrinthe
aguatique de Morris, qu’il n’est plus possible tBetuer a 7 semaines en raison de la sévérité
des déficiences motrices (Luessé al, 2001; Murphyet al, 2000). Les souris R6/2,
initialement hyperactives, réduisent progressiventeur activité motrice pour atteindre un
état hypoactif vers 8 semaines (Caseral, 1999; Luesset al, 2001). Au méme moment,
les souris présentent une anomalie du repliemenpdtes ; lorsqu’elles sont suspendues par
la queue, les souris normales écartent leurs paitess que les R6/2 maintiennent leurs
membres serrés contre leur thorax et leur abdom@mhysiopathologie de cette réponse
n'est pas complétement comprise, mais le test pgikeneent des pattes est classiquement
utilisé pour étudier de nouveaux traitements esoraide la simplicité de sa réalisation. Aux
alentours du méme age, les souris R6/2 commenceamésenter d’autres changements
comportementaux, comme la toilette stéréotypéarianbres postérieurs, une altération de la
marche et l'apparition de mouvements involontairEgialement, les souris R6/2 sont
sérieusement affectées a I'age de 8 a 12 semdiaete(et al, 1999; Luesset al, 2001), et
meurent autour de la 9% semaine (Mangiaringt al, 1996). Chez la souris R6/1, dont
'espérance de vie est considérablement plus loigRi& 40 semaines), il faut attendre 13 a
20 semaines pour observer un phénotype équivakegitiades R6/2 (Hanssat al, 2001).

IV.6.1.2 Pathologie cérébrale dans les souris R6

Bien que les mécanismes sous-jacents aux cardichéeis comportementales des
souris R6 demeurent relativement incompris, lesigaments pathologiques graduels de leurs
cerveaux sont bien décrits.

La souris R6/2 de 12 semaines possede un cervealedmids est de 20% inférieur a

celui d’'une souris normale (Davies al, 1997). Cependant, il n’a jamais été observé de¢ mo
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cellulaire substantielle qui pourrait expliquerteadifférence de volume. Dans le cortex et le
striatum, une trés faible proportion de neuronesrer@ selon un mode qui ne correspond ni a
'apoptose, ni a la nécrose (lannica@tal, 2000; Turmaineet al, 2000). Récemment, une
perte progressive de neurones a été observée ’'gpsthalamus (Petersest al, 2005). La
petite taille du cerveau des R6/2 résulte probabtdrde I'atrophie de neurones individuels et
d’'une diminution massive du neuropile. Dans leatim des R6/2, les corps cellulaires des
neurones épineux auraient une taille amoindrieQ%, 2t leurs champs dendritiques seraient
également réduits.

Les souris R6/2 présentent des inclusions neursmies leur striatum et leur cortex
des l'age de 3-4 semaines. La proportion de csllidentenant des inclusions varie
considérablement d’'une structure a l'autre et épeddante de I'age des individus, de telle
sorte qu'au stade terminal et dans certaines rggitmus les neurones possedent des
inclusions (Meadet al, 2002).

Chaque modéle est unigue et ne reproduit que [amtient le phénotype de la MH
telle gu’elle se développe chez I'hnomme. Bien si@s différences de symptdémes majeures
sont attendues entre les souris transgéniques gialients atteints de la MH. De plus, les
caractéristiques morphologiques observées chezolaisset chez 'homme, comme la

formation d’agrégats ou la mort cellulaire sonh@igux analogues.

IV.6.2 Modeles cellulaires — Modeéle lentiviral

Des modelesn vitro de la MH ont été développés a partir de nombreligeées
cellulaires, dont des cultures cellulaires transgfes (Goffredcet al, 2002; Sancheet al,
1999; Saudowet al, 1998), des neurones primaires de souris tranggés) et des lignées de
cellules striatales dérivées de soknsck-in(Peterseret al, 2001; Snideet al, 2003; Trettel
et al, 2000; Zeronet al, 2004). Ces modeles ont été utilisés pour idemtidies voies de
signalisation intracellulaires impliquées dans l&,Mmais le dysfonctionnement neuronal
induit par la huntingtine (htt) mutante et la séreedes évenements entrainant la mort de la
cellule demeurent incompris.

Récemment, un nouveau modele qui tente de récapltukéquence des événements
provoquant la dégénérescence des cellules a été (€aa et al, 2005). Il est basé sur
l'infection de neurones striataux de rats E16 auecvecteur lentiviral codant les 171
premiers acides aminés de la htt mutante (82 Q)sa dispositif, la pathologie associée a la

surexpression de la htt mutante est caractériséetrpés phases distinctesi) une
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accumulation progressive de la htt mutante pentEnttrois premieres semaines suivant
I'infection mais sans signe de neuropathologie cshiles ;ii) des inclusions de htt et un
dysfonctionnement neuronal vers 4 a 6 semaini®s une mort des cellules entre 6 et 8
semaines post-infection. En comparaison avec legsamodelesn vitro, celui de Zala et
collaborateurs décrit une progression lente deathgdogie, ce qui permet potentiellement de
décomposer la cascade des évenements a l'origina deort des cellules striatales. Par
ailleurs, la toxicité de la huntingtine mutante eflv@e dans ce moddle vitro concorde avec
celle observée vivo chez le rat adulte infecté avec le méme dispdsttiiviral (de Almeida

et al, 2002).

Le niveau d’expression de la huntingtine mutantelde crucial dans la génération de
modéles de la MH. En effet, certaines études sarseiris transgéniques n’ont montré
aucune différence entre les taux de survie de dtde neurones striataux issus de souris
mutantes (R6/2 et YAC72) et celles de neuroneatatrk issus de souris sauvages (Petersen
et al, 2001; Zeronet al, 2004). Au contraire, des neurones primaires fegitds avec un
plasmide exprimant la htt mutée dégénerent en meuiequelques jours en raison de la haute
expression du transgéne (Saua@bdwal, 1998). La chronicité de la pathologie observéesda
modele des cellules infectées avec la htt171-82Qpmeablement liée a lintégration du
vecteur lentiviral dans des sites chromosomiquasstriptionnellement actifs (Schroder
al., 2002). De plus, la mort cellulaire induite parH# mutante dans ce modéle semble
spécifique, dans la mesure ou les neurones coxtisant épargnés jusqu’a 8 semaines apres

leur infection et ce en dépit de la présence dlisidns dans ces cellules.
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\% LA MALADIE DE PARKINSON

V.1 Caractéristiques cliniques

La maladie de Parkinson (MP) doit son nom a Sir ek&rRarkinson, médecin
londonien qui I'a décrite le premier, en 1817. L& Mst une maladie progressive qui se
déclare vers 55 ans et dont I'incidence augmenge bB&ge de 0.2% en moyenne a 1.2% a 70
ans. Dans environ 90% des cas, il n'y a pas dsollmgénétique évidente (d’ou le terme de
MP sporadique) mais dans les 10% restants, la meakst héréditaire. Les symptomes
s’aggravent au fil du temps et, avant l'introductidu traitement a la levodopa, la mortalité
des patients était trois fois supérieure a cells delividus du méme &age. Malgré
'amélioration des conditions de vie des maladésgra la levodopa et a la stimulation haute
fréequence du noyau subthalamique, des études die snontrent que ces patients continuent
a présenter une espeérance de vie réduite par tapdarpopulation générale (Hebt al,
1989; Morganteet al, 2000). De plus, la plupart des patients souffdentiésordres moteurs
aprés 5 a 10 ans de maladie, méme lorsqu’ils regbivn traitement.

D’un point de vue clinique, toute maladie qui senifesste par un défaut de dopamine
striatale ou une détérioration directe du striataonduit au parkinsonisme. Ce syndrome se
caractérise par les tremblements au repos, laitégid lenteur ou I'absence des mouvements
volontaires, une instabilité posturale et des pksode blocage moteur. La MP est la cause la
plus fréquente de parkinsonisme puisqu’elle reprt@&s@0% des cas.

Les tremblements ont lieu au repos mais diminugat &exécution du mouvement
volontaire et ne génent donc pas les activitésdeel quotidienne. La rigidité fait référence a
la résistance accrue a un mouvement passif des rasrdb malade. La bradykinésie (lenteur
du mouvement), I'hypokinésie (réduction de l'ampdé des mouvements) et l'akinésie
(absence de mouvements inconscients normaux comrbaldncement des bras lors de la
marche) se manifestent par de nombreux symptdbmest dhypomimie (absence
d’expression du visage), I'hypophonie (diminution dolume de la voix), la micrographie
(écriture de petite taille), des troubles de lalal#gpn et la réduction de la taille des foulées
lors de la marche. La bradykinésie peut étre unl réndicap puisqu’elle ralentit
significativement la vitesse d’exécution des gedies$a vie de tous les jours, comme se Vétir
ou se nourrir. Les patients parkinsoniens adopieet posture courbée caractéristique, et la

perte de leurs réflexes posturaux peut aller jusdelr confinement en chaise roulante. Le
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blocage moteur, c'est-a-dire l'incapacité des p#diea initier un mouvement volontaire
comme la marche est un symptéme classique de laDd® altérations de I'humeur et de la
cognition sont courantes : les malades deviennass$ifs ou démissionnaires, et manquent
d’initiative. Les réactions sont décalées et lescessus cognitifs lents. La dépression est
fréquente, ainsi que la démence, surtout chezdtents ageés. Les différents symptémes sont
récapitulés dans la table 2.

Actuellement, il n’existe aucun traitement curaléf la MP. En effet, si des traitements
existent, qu’ils soient pharmacologiques (admiaigdn de levodopa) ou neurochirurgicaux

(stimulation cérébrale profonde), ils sont incapald’enrayer le processus neurodégénératif.

Symptémes moteurs

hModifications posturales Attitude genérale flechie

Troubles de la marche Lenteur au démarrage, petits pas

Troubles des mouvements automatiques Absence de balancement des bras & la marche, troubles
de |la deglutition

Troubles de la parole Lenteur, monotonie, hypophonie

Troubles de I'&criture Micrographie

Troubles respiratoires Rigidité et akinesie respiratoires

Autres symptémes

Troubles neuropsychiatriques Troubles cognitifs, confusion mentale, psychose, dépression
Troubles digestifs Dysphagie, constipation
Troubles urinaires Urgences mictionnelles, pollakiurie nocturne
Troubles sexuels Modifications de la libido
Troubles sécrétoires Seborrhiée, sudations exagérees
Table 2.

V.2 Caractéristiques neurochimiques et neuropathologiges

Les deux signatures pathologiques de la MP sontpr@ésence d’inclusions
cytoplasmiques intraneuronales, les « corps de Ley. figure 19) et la perte de neurones
dopaminergiques de la voie nigrostriatale (Agid91)9 La perte de ces neurones, qui
contiennent chez 'homme une quantité considéraeleneuromélanine (Marsden, 1983),

conduit a une dépigmentation caractéristique dautsstance noire compactd. (figure 19).
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Le nombre de neurones dopaminergiques nigraux resth@ de 450 000 a la naissance
(McGeeret al, 1988), et décroit d’environ 5% tous les 10 arezdes sujets sains. A 60 ans,
le nombre de neurones dopaminergiques avoisin€2%s000, alors qu’il n'’excéde pas

140 000 chez le patient parkinsonien (McGekal, 1988). Cette importante diminution du

nombre de neurones dopaminergique est responsable fdrte chute des taux de dopamine
striatale, d’'une diminution de l'activité de la dgine hydroxylase et d'une perte des
transporteurs de dopamine (Wtlal, 1994). Les symptdbmes moteurs de la maladie senble
directement liés a la dénervation striatale (eeal, 2000b).

Des lésions secondaires non nigrales sont égaleaimarvées dans la MP (Agid,
1991). En effet, d'importantes pertes neuronalets éé constatées dans I'ATV, le locus
coeruleus, le raphé et le noyau basal de Meyned. I€sions s’expriment par des troubles
psychiques, un déclin cognitif ou des démencess @oe les symptdmes moteurs essentiels
sont liés a I'altération de la voie nigrostriatale.

La dégénérescence des neurones dopaminergigues S kemble provoquer des
phénomenes de compensation pré- et post-synapt{gggs, 1991). Une augmentation de
I'activité neuronale ainsi gu’une sensibilisatioesdécepteurs dopaminergiques striataux D2
sont en effet observées lors de la phase latentéa dealadie. Ce phénoméne permet
d’expliquer que I'apparition des premiers symptdomst lieu qu’aprés une perte neuronale
d’environ 60%. Cette observation est d’'une gramdportance puisqu’elle signifie que les
premiers symptémes moteurs de la maladie ne deste¢migcelables que lorsque le processus

dégénératif est déja trés avance.
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Figure 19. Neuropathologie de la maladie de Parkims. En comparaison aux individus
sains (A),les patients atteints par la MP présentent une ohégritation de la substance noire
compacte (SNpc), caractéristique de la dégéenéresags neurones dopaminergiques de la
voie nigrostriatale (B). Chez les malades, les omes dopaminergiques de la SNpc
contiennent des inclusions intracytoplasmiques qoeuvent étre révélées par
'immunocytochimie de B-synucléine et de I'ubiquitine (C).

D’apres (Dauer & Przedborski, 2003).
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V.3 Etiologie

L’origine de la MP sporadique est inconnue, etdle ide toxines environnementales
ou de facteurs génétiques demeure confus. L’hygetd&ine toxine environnementale a été
privilégiée pendant la plus grande partie dif™Gsiécle, essentiellement en raison de
I'existence de la MP post-encéphalitique et du ipadnisme provoqué chez de jeunes
toxicomanes par le 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetdabpyridine (MPTP), toxine produite par
inadvertance lors de fabrication artisanale de uko@ependant, la découverte de génes de la
MP a ravivé l'intérét porté aux facteurs de susbdjié héréditaires. Les deux phénomeénes
jouent probablement un role.

L’hypothése environnementale repose sur le prinadpee neurodégénérescence
induite par [I'exposition a une neurotoxine dopangigue. Theéoriquement, la
neurodégénérescence progressive de la MP poutrait povoquée par une exposition
chronigue a la neurotoxine ou par une bréve expasigui initierait une cascade
d’évenements néfastes. L’intoxication au MPTP esexemple typique de la fagon dont une
toxine exogene peut étre a l'origine des caradiguss pathologiques et cliniques de la MP
(Langstonet al, 1983).

Des études épidémiologiques dans les populationsaimes ont mis en relation la
résidence en milieu rural et I'exposition relataex herbicides et pesticides, avec un risque
élevé de MP (Tanner, 1992). Notamment, le paraguatest un composé structuralement
similaire au 1-methyl-4-phenylpyridinium (MPP+), teétabolite actif du MPTPc{. figure
20), a été utilisé comme herbicide. Par ailleusnme le MPP+, la roténone est un poison
mitochondrial présent dans I'environnement et audilésée comme insecticide. Cependant,
aucune donnée ne permet d’identifier une toxineifgée qui serait a 'origine de la MP
sporadique.

Par ailleurs, le fait que la fumée de cigarettdaetonsommation de café soient
inversement associées au risque de développer la(HiéPnan et al, 2002) renforce
I'hypothese que des facteurs environnementaux jouanrble dans la susceptibilité a la
maladie.

Une autre hypothése met en cause l'existence deewxendogenes qui seraient
responsables de la neurodégénérescence. Une smdogene de toxicité pourrait étre le
métabolisme de la dopamine qui généere des espéaetves de I'oxygene (ROSeactive

oxygen speci¢ggCohen, 1984).
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Figure 20. Structure moléculaire du MPP+ et du parguat. Le MPP+ est le métabolite
actif du MPTP. Notez la similarité de sa structavec celle du paraquat.

V.4 Génétique

Au cours de ces dix derniéres années, les étudeganasur des jumeaux ont permis la
découverte de formes familiales de MP (GoHlteal, 1990; Golbeet al, 1996). Il est
aujourd’hui reconnu qu’environ 10% des cas de MRt dtéréditaires et monogéniques
(Mouradian, 2002)df. table 3).

L’ a-synucléine fut le premier gene a étre identifi@r d était a l'origine du
parkinsonisme autosomique-dominant d’'une famibdotaméricaine. En effet, une mutation
ponctuelle de b-synucléine, fut mise en évidence chez les malatkescette famille
(Polymeropouloset al, 1997). Deux autres mutations furent découvenedesméme géne
dans des familles grecques (Papadimitedwal, 1999) et allemandes (Kruget al, 1998).
Ces observations furent d’'une grande importanaaison du réle soupconné de I'agrégation
de l'a-synucléine dans la physiopathologie de la MP. éeodverte de la triplication d’'une
région génomique de 2Mb contenant le géne desyhucléine au sain d’'une famille
présentant une MP héréditaire (Singletinal, 2003) a confirmé son implication dans les
formes autosomiques dominantes de la maladie. fiasitédes mutations ponctuelles du gene
de l'a-synucléine ne semblant étre qu'une rare cause Be(Ghsseret al, 1998), les
recherches furent orientées vers d’autres genegtilsles d’'étre impliqués dans les formes
autosomiques dominantes de la maladie. Ainsi, lev@au locus PARKS fut mis en évidence
(Leroy et al, 1998). Le gene PARK5 code l'ubiquitine carboxgsimal hydrolase-L1
(UCHL1) dont la fonction est de dégrader les polggséd’ubiquitine en monomeéres, afin que
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ces derniers puissent étre recyclés. La mutatioiPABKS5 provoque une diminution de
l'activité enzymatique d’'UCHL1, conduisant a untégadtion de I'activité de dégradation des
protéines par le complexe ubiquitine-protéasomeufddian, 2002). CommedaFsynucléine,
UCHL1 est retrouvée dans les corps de Lewy (Letogl, 1998 ; Mouradian, 2002). Enfin,
plusieurs mutations ont été mises en évidence léagene LRRK2 (Bergt al, 2005) dont le
produit serait impliqué dans certaines voies daadigation intracellulaire. Les mutations du
géne LRRK2 (PARKS8) se transmettent selon un modesamique dominant (Lesage al,
2006) et conduisent a un phénotype parkinsonienpreche de celui observé dans les cas
idiopathiques de la maladie, avec une apparitiodiia et asymétrique des symptbmes
moteurs et une réponse a la levodopa (Kdtaal, 2005).

Les formes monogéniques du parkinsonisme récessibguées par les mutations des
genes Parkine (PARK2), PINK1 (PARKG6) et DJ1 (PARKiBprésentent une cause
importante de MP précoce (début avant I'age de #).d e parkinsonisme juvénile fut
observé pour la premiére fois chez des patientsngp qui développaient une forme tres
précoce de la MP (dans les deux ou trois premiéizsines d’'années de vie), liée a une
région du chromosome 6 (Matsumireg al, 1998). Des mutations furent rapidement
identifiées dans le géne de la parkine situé datte cégion chromosomique (Kitag al,
1998). Notablement, d-synucléine, I'ubiquitine carboxy-terminal hydrodakl et la parkine
sont toutes trois en relation avec le systeme ifiniguprotéasome et présentes dans les corps
de Lewy. Une altération des mécanismes de dégoaglatiélimination et de recyclage des
protéines serait donc probablement impliquée danghysiopathologie de la MP. Plus
récemment, des mutations responsables d’'une foatos@mique récessive de la MP ont été
mises en évidence dans le gene PINK1 (PTEN-indkieake 1) (Shimurat al, 2001).
PINK1 serait une protéine mitochondriale dont lker@e protecteur potentiel de la cellule
contre le stress oxydant serait abrogé par lestronga(Valenteet al, 2004). Un autre locus
récessif fut identifié sur le chromosome 1 d’unmifie italienne consanguine (van Duigt
al., 2001). Les mutations furent localisées dans e daJ1 (Bonifateet al, 2002) dont le réle
demeure largement méconnu mais qui pourrait intérnadans la réponse cellulaire au stress
oxydant (Taireet al, 2004).
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Présence de

Locus Geéne Transmission Age de début (ans) Position
corps de Lewy
PARK1 a-synucléine Dominante 40-50 Oui 4921
PARK?2 Parkine Récessive 20-30 Non 6025
PARK3 ? Dominante 60-70 Oui 2p13
a-synucléine : :
PARK4 L Dominante 30-40 Oui 4921
(triplication)
Ubiquitine C-terminal :
PARKS Dominante ~50 ? 4pl4
hydrolase L1
PARK6 PINK1 Récessive ~40 ? 1p36-p35
PARK?7 DJ1 Récessive ~40 ? 1p38
PARKS8 LRRK2 Dominante ~50 Oui 12p11.2-g13.1
PARK10 2 ? 50-60 ? 1p32
PARK11 ? ? Late onset ? 2036

Table 3. Principales caractéristiques des formes gétiques de la maladie de Parkinson.

V.5 Physiopathologie

L’étude de modeéles toxiques de la MP et de la fonaes génes impliqués dans les

formes héréditaires aboutit a la formulation dexdeypothéses sur la physiopathologie de la
maladie. La premiere est que le mauvais replieraefingrégation des protéines jouent un
réle dans la mort des neurones dopaminergiquea 8&lt, alors que la deuxieme hypothése
met en cause un dysfonctionnement mitochondridé ettress oxydatif qui en découlef.(
figure 21).

Les facteurs pathogénes évoqués ci-dessus neaontyiuellement exclusifs. Un des
enjeux de la recherche actuelle sur la MP est ldiétdordre dans lequel ces facteurs
interviennent et découvrir d’éventuelles interatsi@ntre ces différentes voies. Le fait qu’'une
détérioration oxydative ded*synucléine augmente ses capacités a s'agrégeneastemple
d'une telle interaction (Giassoet al, 2000). Une autre question importante pour la
compréhension de la MP est de savoir si les norsbeeuoies de signalisation cellulaires
mises en jeu lors de la neurodégénérescence camedaytes vers le méme processus final,

comme l'apoptose, ou si elles demeurent au coattads divergentes.
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V.5.1 Repliement et agrégation des protéines

Le dép6t anormal de protéines dans le tissu cdréstaune caractéristique de
nombreuses maladies neurodégénératives dont la Bith que la composition et la
localisation (intra- ou extracellulaire) des agtégprotéiques different d’'une maladie a
'autre, cette caractéristique commune suggeére l@geégation protéiqgue en soit, ou un
evenement relié, pourrait étre toxique pour legomees.

Les protéines mal repliées, agrégées ou solublagepe étre neurotoxiques selon
différents mécanismes. Les agrégats de protéinasept étre directement délétéres, par
exemple en déformant la cellule ou en interféramtde trafic intracellulaire. Les inclusions
de protéine peuvent également séquestrer d’autodSimes importantes pour la survie de la
cellule. Dans ce cas, on attend une corrélatioectérentre la formation des inclusions et la
neurodégénérescence. Cependant, il est de pludusnciair qu’il n'existe pas de telle
corrélation, notamment d’aprées les données exigiaumt d'autres maladies comme la maladie
de Huntington (MH) et les autres maladies a polghine (Saudowet al, 1998). Les
inclusions cytoplasmiques ne seraient pas le simgdaltat de la précipitation de protéines
mal conformées, mais plutét un processus actiftayanr but de séquestrer les protéines mal
conformées solubles (Kopito, 2000). La formatiomcusions pourrait donc étre une mesure
défensive visant a éliminer les protéines mal conées toxiques (Auluclet al, 2002;
Cummingset al, 2001).

Chez les patients qui ont une MP héréditaire, lagations sont connues pour étre la
cause directe de la maladie en induisant des fayngtprotéiques anormales et parfois
toxiques (Bussell & Eliezer, 2001) ou en interféramec des processus qui reconnaissent
normalement les protéines mal conformées. Dans R $poradique, les origines du
dysfonctionnement du métabolisme des protéines @memt tout juste a étre élucidées.
L'une d’entre elles pourrait étre le stress oxygdanhnu pour jouer un role dans la Mia la
toxicité des ROS. Dans la MP, les corps de Lewytiennent de B-synucléine oxydée qui
possedein vitro de plus grandes facultés d’'agrégation quesynucléine non modifiee
(Giassoret al, 2000).
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Figure 21. Le mauvais repliement des protéines et lneurodégénérescence dans la
maladie de Parkinson.L’ a-synucléine mutante et DJ-1 sont potentiellemeritrayiées, ce
qui active la voie ubiquitine-protéasome et l'autagie. Les autres protéines mutantes,
comme la parkine et UCH-L1, perdraient leur fontti€es deux protéines qui appartiennent
au systeme ubiquitine-protéasome ne peuvent plescexleur activité ubiquitine-ligase en
raison de leur mutation, ce qui affecte la macleneellulaire qui devient incapable de
reconnaitre et déegrader les protéines mal confamiées mutations de DJ-1 altéreraient
également son activité de chaperonne en I'empéawmeplier les protéines endommagées
ou de les adresser a la dégradation (fleches rhuGes différentes altérations pourraient
provoquer l'accumulation de protéines indésirabigs, par des mécanismes inconnus,
(fleches en pointillés) entraineraient la neurodégéscence. Le stress oxydatif généré par un
dysfonctionnement mitochondrial et le métabolismee ld dopamine serait également a
'origine du mauvais repliement des protéines, amtigulier de la-synucléine et de la
parkine. Le stress oxydant dans la MP pourraiteggaht provenir de I'incapacité de DJ-1 a
détoxifier les especes réactives de I'oxygéne (R@sis que le défaut mitochondrial pourrait
étre en partie provoqué par la mauvaise localisat®DJ-1 et PINK1. Le dysfonctionnement
mitochondrial, le stress oxydatif et le mauvaisaagement des protéines seraient donc
étroitement interconnectés, si I'on en croit cetteascade pathogene » putative.

D’apres (Vila & Przedborski, 2004).
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V.5.2 Dysfonctionnement mitochondrial et stress oxydant

L’hypothése qu'un défaut de phosphorylation oxydatijoue un rdle dans la
physiopathologie de la MP est appuyée par la détendu blocage par le MPTP de la
chaine mitochondriale de transport d’électrons iphibition du complexe | (Nicklagt al,
1987). Plusieurs études ont identifié une actidt®drmale du complexe | dans la MP
(Greenamyreet al, 2001). Son inhibition augmente la production d@SRyui peuvent former
des radicaux hydroxyles toxiques ou réagir avecxytle nitrique pour former du
peroxynitrite. Ces molécules sont susceptiblesabemmager la cellule en réagissant avec les
acides nucléiques, les protéines et les lipidese tlhle de ces espeéeces réactives serait la
chaine respiratoire elle-méme (Cohen, 2000).

Les neurones dopaminergiques seraient un enviroemgparticulierement favorable a
la génération de ROS. En effet, le métabolismadmpamine produit lui-méme des radicaux
superoxydes et du peroxyde d’hydrogene et l'autgdation de la dopamine aboutit a la
formation de dopamine-quinone (Graham, 1978) geérelles autres protéines en réagissant
avec leurs cystéines. La dopamine jouerait doncdlm charniére dans la sensibilité des

neurones dopaminergiques aux attagues oxydatives.

V.6 Les modeéles animaux pharmacologiques

Les modeles animaux de la MP devraient théoriquémeuavoir répondre aux critéres
suivants : similarité des mécanismes a l'originepdocessus dégénératif, reproduction des
symptémes cliniques et anatomopathologiques, amagredictif des effets des traitements
testés. En pratique, aucun modele n’est jamais &npien que les modeles animaux de la
MP possedent tous en commun une lésion du syst@paminergique nigrostriatal, la
majorité d’entre eux présentent au moins deux émiD’abord, 'age des animaux utilisés
n'est pas comparable a celui des patients. Endeitprotocole employé pour induire les
lésions dopaminergiques ne reproduit pas la miseplane progressive du phénoméne
dégénératif de la maladie (Fégral, 2002). Il existe différents types de modelesal®P
dont les principaux sont les modeéles génétiqguelkesimodeles produits par injection de
neurotoxine. Les modéles génétiques, qui ne squasttraités ici, ont essentiellement été
développés chez la souris et portent sur la suess@n ou au contraire l'absence
d’expression Knock-ouf du gene codant pour I'alpha-synucléine, impligiads les formes

génétiques de la MP.
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Les deux neurotoxines les plus couramment employs@as induire un déficit
dopaminergique sont le 1-methyl-4-phenyl-1,2,3t6ateydropyridine (MPTP) et la 6-
hydroxydopamine (6-OHDA).

V.6.1 MPTP

En 1982, de jeunes toxicomanes développent un egrarparkinsonien précoce,
rapidement mis en relation avec l'injection intreneeise d’'une préparation artisanale de 1-
methyl-4-phenyl-4-propion-oxypiperidine (MPPP), uanalogue d’un narcotique, la
mépéridine (Langstonet al, 1983). La substance responsable de la contammati
neurotoxique est le MPTP produit par inadvertamcs tle la synthése illicite de MPPP dans
un laboratoire rudimentaire. Chez le singe et I'nmem le MPTP produit un syndrome
parkinsonien sévere et irréversible, comportantemles caractéristiques de la MP, dont le

tremblement, la rigidité, la lenteur des mouvementdnstabilité posturale.

V.6.1.1 Mécanismes d’action

Le MPTP traverse aisément la barriere hémato-emdiéple pour étre oxydé en un
intermédiaire instable, le 1-methyl-4-phenyl-1,Bydiropyridinium (MPDP+) par une
monoamine oxydase B présente essentiellement darsstrocytes (Di Montet al, 1991).

Le MPDP+ s’oxyde alors spontanément en 1-methyhdnrglpyridine (MPP+) qui est libéré
dans I'espace extracellulaire par des transportdessmonoamines présents sur les cellules
gliales (Russet al, 1996). Il pénétre ensuite spécifiguement dans tesirones
dopaminergiques en utilisant le transporteur mendra de la dopamine (TDA) avec la
méme affinité que celle-cic{. figure 22) (Javitchet al, 1985). Dans les neurones
dopaminergiques, le MPP+ peut étre séquestré dass wvésicules synaptiques par
I'intermédiaire du transporteur vésiculaire de i (¥MAT), ce qui 'empéche d’exercer son
action neurotoxique. Il peut également former dégots intracellulaires dans les neurones
dopaminergiques en se fixant a la neuromélanin@rfito et al, 1986). Ce phénomene
expliquerait la sensibilité particuliere au MPP-& deurones dopaminergiques de la substance
noire pars compactacontenant, chez I'homme, de la mélanine) par sgpaux neurones
dopaminergiques de l'aire tegmentale ventrale oliadte rétrorubrale (Herreret al, 1993).
Enfin, le MPP+ non séquestré s’accumule dans léschmondries ou il inhibe le complexe |
de la chaine respiratoire induisant ainsi un dééaergeétique, une perte de I’'homéostasie
calcique et une augmentation de la production deaax libres, menant a la mort de la

cellule.
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V.6.1.2 Protocoles d’intoxication

Le MPTP est principalement utilisé chez les primaten-humains et la souris, mais
egalement chez d’autres especes comme le chiehatgle rat et le poisson (Schober, 2004).
En fonction de I'espéce chez laguelle la toxineuéiisée, le mode d’administration du MPTP
peut différer. En principe, le MPTP peut étre fouta facon diverse comme le gavage ou les
injections stéréotaxiques, mais le mode d’admiaiin le plus répandu et reproductible est
l'injection systémique €.g. intramusculaire, intrapéritonéale, intraveineusesous-cutanée)
(Przedborskiet al, 2001). A I'heure actuelle, le singe intoxiqué M&TP est le modele le
plus utile pour les tests comportementaux (Schat@4), alors que pour les modifications

neurochimiques, c’est la souris qui semble la pjysropriée (Schmidt & Ferger, 2001).

Chez la souris, linjection systémique ou intrataém de MPTP peut aboutir au
dysfonctionnement du systeme dopaminergique nigatest incluant des symptébmes de
perturbation du contréle de la motricité ressenttdaceux des patients parkinsoniens, comme
'akinésie, la rigidité, le tremblement, les anomeslde la marche et de la posture (Sedtlis
al., 2001). Chez la souris intoxiquée au MPTP, il esbnu que la perte des neurones
dopaminergiques engendre des troubles de la neaosmotission dopaminergique qui
s’accompagnent au niveau striatal par une pertetetesinaisons dopaminergiques et des
niveaux de dopamine. La perte cellulaire dans la& SMccompagne quant a elle d'une
augmentation du nombre de neurones immunoréadifis Palpha-synucléine (Vileet al,
2000) et du nombre d’ARNm de I' alpha -synucléikal{n et al, 2003). Cependant, lorsque
les animaux traités aux MPTP développent des cdlipslusion dalpha-synucléine, ces

agrégats ne reproduisent pas la structure des derpswy (Mariest al, 2003).

Le mode d’administration du MPTP chez la sourigéangis en relation avec le mode
de mort neuronale dans la substance noire : lésrtrants chroniques provoquent une mort
par apoptose des neurones dopaminergiques (Tatiist& 1997), alors que les traitements

aigus entrainent leur mort nécrotique (Jackson-tetal, 1995).
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Figure 22. Représentation schématique des mécanissr#action du MPTP. (1) Le MPTP
franchit facilement la barriere hémato-encéphaliq(® Il pénétre dans les cellules
astrocytaires ou il est oxydé en MPDP+ par I'enzymiéochondriale MAO-B, puis est
converti en MPP+ et sort de la cellule par un misraa inconnu(3) Le MPP+ entre dans les
neurones dopaminergiques en empruntant le tramspate dopamine (DAT) pour lequel il a
une forte affinité(4) A lintérieur du neurone dopaminergique, le MPReufpétre séquestré
dans des vésicules, altérer les protéines en puawdeur nitration ou encore pénétrer dans
la mitochondrie et bloquer la chaine respiratoiréengerférant avec le complexe I. A terme, la
baisse de production d’ATP induit une augmentatienla quantité d’espéces réactives de
'oxygene dans la cellule et la production de pgdexd’hydrogéne et de radicaux libres, ce
qui aboutit a la mort du neurone.

D’aprés Dauer & Przedborski, 2003.
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La souris est devenue l'organisme le plus courammaiisé pour étudier le
traitement au MPTP, a la fois pour des raisonsnigcies et économiques (Przedboreskal.
2001; Schmidt and Ferger 2001). Cependant, plusidionites doivent étre prises en
considération : les souris sont moins sensible®MBIP que les primates, ce qui nécessite
'administration de doses plus importantes pouepibtune perte significative des neurones
dopaminergiques. De plus, elles ne développentdeasymptémes moteurs persistants et
progressifs (Przedborskt al. 2001). Enfin, le degré d’altération du systémeatoimergique
est évidemment dépendant de la dose administrée ket frequence d’intoxication (Schmidt
& Ferger, 2001; Sonsalla & Heikkila, 1986). La fuégce d’intoxication influence la vitesse
de Iésion de la voie nigrostriatale mais fourngsiwn apercu des mécanismes pathologiques
de la MP, comme [linduction et la manifestation d& mort neuronale
(nécrotique/apoptotique), cette derniére semblantée a différents stades de la maladie

(présymptomatique, stades précoce, progressia fi

Selon Schmidt et Ferger (2001), les modeles MPEEritd pour la souris se
répartissent en quatre catégories :
1- Le modele présymptomatique de la MP, particulie@madapté a I'étude des
mécanismes de compensation. Le MPTP doit étre asinérde facon aiglie et a petites doses
(e.g.1x10-20 mg/kg).
2- Le modéle pour le stade précoce de la maladie $dackewiset al. 1995) qui requiert
un traitement aigu avec une dose moyenne de MEBBRP4&20 mg/kg a intervalle de 2h). Ce
mode d’administration, qui provoque une dégénérescedopaminergique rapide et une mort
cellulaire essentiellement nécrotique, est cel® gaus avons utilisé pour modéliser la MP
dans nos travaux.
3- Le modele subchronique de la MP (Tatton and K887} qui nécessite une a deux
injections de 20-30 mg/kg de MPTP pendant au mbinsurs. Ce modele provoque une
dégénérescence tardive du systéeme dopaminergiguestriatal avec une mort apoptotique
des neurones de la SNc.
4- Le modele chronique progressif de la MP (Bezar@let997) basé sur l'injection
guotidienne d’'une faible dose de MPT&Rg(4 mg/kg) pendant 20 jours. Ce modele reflete le
profil de progression supposé de la MP et est piler les études de neuroprotection et les

mécanismes compensatoires.
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En résumé, la comparaison de ces modéles indique dps modes variés
d’administration du MPTP miment plusieurs stadeslaleMP et provoquent différents
mécanismes de mort neuronale.

La pertinence de I'intoxication de souris au MRPhme modéle de la MP est sujet a
de nombreuses discussions. Aucune étude n’a jadéaist 'apparition de corps de Lewy
chez les rongeurs traités au MPTP, ce qui indigne différence majeure dans les
mécanismes pathologiques entre le parkinsonismétipdr le MPTP et la MP idiopathique
(Hirsch et al, 2003). De plus, les souris ne présentent qu’utegadion comportementale
transitoire qui correspondrait a un bref effet ¢m@ du MPTP. Elles souffrent
d’hypersalivation, de convulsions, de pilo-érectetnd’hypokinésie, mais se rétablissent en
24-48 h (Schmidt & Ferger, 2001). Enfin, les altié&rags provoquées par le MPTP chez la
souris surviennent dans un délai de I'ordre du jourde la semaine, alors que la MP se

développe sur plusieurs décennies (Schmidt & FeR§$1).

V.6.2 6-OHDA

V.6.2.1 Mécanismes d’action

La 2,4,5 trihydroxyphenethylamine, ou 6-hyroxydopan(6-OHDA) est un analogue
de la dopaminecf. figure 23). Introduit il y a une quarantaine d’ées, le rat intoxiqué a la
6-OHDA est le premier modele animal de la MP assaavec la mort des neurones
dopaminergiques de la SNc (Ungerstedt, 1968). Bjea la pathologie induite par la 6-
OHDA soit différente de la MP, cette toxine estamaclargement utilisée. Plusieurs études
suggerent une production physiologique de 6-OHDAlaaubstance noire, ce qui renforce
lintérét pour ce modele. La production intracedivé de 6-OHDA impliquerait des
mécanismes non enzymatiques faisant interveniopaighine, le peroxyde d’hydrogéne et le
fer libre (Jellingeret al, 1995) composés présents en forte concentration dansele®nes
dopaminergiques. Cette production de 6-OHDA seamaiplifiée :i) par la mélanine, présente
dans les cellules nigrales sensibles au processiendratif et capable d’accroitre les taux de
fer libre en le libérant de la ferritineii) par la fraction de fer libéré de la ferritine par
neurotoxine elle-méméRochaet al, 2000); et égalementii) par les ions nitrites et le
manganese, eux-mémes impliqués dans la dégénéresaagrale. Chez le patient
parkinsonien, la production nigrale de 6-OHDA demmicrue du fait d’'une augmentation
pathologique des taux de radicaux libres et den@s aussi par le traitement par la levodopa

(Andrew et al, 1993a) In vitro, l'utilisation de modeles expérimentaux faisanpelpa
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diverses lignées cellulaires catécholaminergiqligedes PC12, SY5Y, SKNSH, MN9D...)
ou a des cultures primaires de neurones mésenayd®gl a permis de démontrer que la
toxicité de la 6-OHDA était principalement liée @ apacité d’engendrer de fortes quantités
de radicaux libres. D’autres études ont confirmg Esultatsn vivo (Blum et al, 2001;
Gerlach & Riederer, 1996)

L’action de la 6-OHDA est relativement ciblée puigdle est restreinte aux neurones
monoaminergiques en raison de son captage préiremar les transporteurs
dopaminergiques et noradrénergiques (Luthetaal, 1989). Dans les neurones, la 6-OHDA
s’accumule dans le cytosol, génere des ROS etivealets macromolécules biologiques en

générant des quinones qui s’attaquent aux groupeéophiles (Cohen, 1994)f(figure 24).

NH,
NH,
OH —
oH~ | e
OH OH
Dopamine 6-hydroxydopamine

Figure 23. Structure moléculaire de la dopamine etle son analogue hydroxylé, la 6-
hydroxydopamine.
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(1) OH
Alto-
oxydation

Figure 24. Mécanismes potentiels de toxicité de l&-hydroxydopamine. La 6-OHDA

pourrait induire la mort des cellules catécholanmgitpies par trois mécanismes principaux :
(1) par la génération d'espéeces réactives de I'emggpar une auto-oxydation intra- ou
extracellulaire ; (2) par la formation de peroxydiaydrogene induite par l'activité de la
(3) par une inhibitiorredte de la chaine respiratoire
mitochondriale. Ces événements conduisent a ursfiass oxydatif amplifié par une baisse
de la quantité d’ATP disponible, et conduisent amlart cellulaire. TDA :

MAO (monoamine-oxydase) ;

dopamine.

Adapté de Blum et al.,
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V.6.2.2 Mode d’administration

En raison de l'incapacité de la 6-OHDA a travelsebarriere hémato-encéphalique,
elle doit étre administrée localement par injectsdpéréotaxique dans la substance noire, le
faisceau médian du télencéphale basal (FMT, quiedes projections dopaminergiques et
serotoninergigues ascendantes vers le télencépbaleans le striatum pour atteindre la voie
dopaminergique nigrostriatale (Javelal, 1976). Aprés injection dans la SN ou le FMT, les
neurones dopaminergigues commencent a dégénéreteta4h et meurent sans phénotype
apoptotique (Jeort al, 1995). Lorsqu’elle est injectée dans le striatlar-OHDA produit
une dégénérescence rétrograde des neurones nageastrqui prend fin en 1 a 3 semaines
(Sauer & Oertel, 1994)L’extension de la lésion dopaminergique engendvéat étre
guantifiee par 'administration périphérique d’apmphine ou d’amphétamine qui produit un
comportement rotatoire transitoire chez les animaayant une |ésion unilatérale,
comportement pris pour index du degré de dégérgmescneuronale (Gerlach & Riederer,
1996).

Les lésions bilatérales présentent 'avantage adeemau plus pres la dégénérescence
observée chez les patients parkinsoniens dansaésssavancés de la maladie et préviennent
la survenue de possibles effets compensatoiresiténghar le c6té intact contralatéral.
Cependant, elles sont moins utilisées que lesrigsimilatérales car elles entrainent une
aphagie et une adipsie séveres chez les animaairstun taux de perte élevé (Ungerstedt,
1971). De plus, elles n’'induisent pas d’asymétamportementale et ne permettent donc pas
d’évaluer Tlefficacité de la Iésion par les testomportementaux de rotations
pharmacologiquement induites. Enfin, elles ne p#&ene pas a chaque animal d’étre son
propre témoin. Cependant, l'utilisation du c6té mése comme témoin du coté Iésé doit se
faire avec précaution. En effet, la Iésion unilakérd’'une partie du systéeme dopaminergique
peut entrainer des modifications d’activité desudtres controlatérales saines (White-
Cipriano et Waszczak, 2005).

En conclusion, le modéle 6-OHDA possede de nombagartages tenant notamment
a I'espéce utilisée et a la bonne reproductibdigéla Iésion. Cependant, ce modéle présente
des différences majeures avec la pathologie humdmé&sion n’affecte pas uniquement les
neurones dopaminergiques, la mort neuronale nigsigressive ni corrélée a la présence de
corps de Lewy. Enfin, les modifications comportetatss ne sont que partiellement

comparables avec la symptomatologie de la MP.
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CHAPITRE | — CARACTERISATION D'UN NOUVEAU MARQUEUR DU
STRIATUM CHEZ LA SOURIS : CAPUCINE

INTRODUCTION

Une premiéere étude des transcriptomes du cortexasensoriel, du striatum et du
noyau accumbens par SAGE (de Chaldeal, 2003) avait permis de mettre en évidence
I'expression différentielle de 135 transcrits dames régions. Parmi eux, le tag StM20, qui est
particulierement abondant dans le striatum, posséda occurrence dans le cluster UniGene
Mm.152484 qui ne contenait aucun ADNc dont |la régiodante soit compléte.

L’étude présentée ici a tout d’abord consisté anel 'ADNc correspondant au tag
StM20, puis a définir la structure du gene dostaiit issu.

La distribution de TARNm dans le cerveau de sewiensuite été explorée. Dans un
premier temps, nous avons utilisé la technique dePRBR quantitative pour mesurer
'expression du gene dans 13 régions cérébralesegoression préedominante dans le caude-
putamen a conduit a baptiser ce gérapucine pour caudate-and putamen-enriched
sequenceAfin de mener une étude fine de la distributiantdhnscrit dans le cerveau, nous
avons appliqué la technique d’hybridatiem situ, qui nous a permis de détecter son
expression dans des régions jusqu’alors inexploremg par SAGE que par RT-PCR
guantitative.

Pour tenter d’approcher la fonction dapucine nous avons dans un premier temps
recherché des orthologues du gene et de la protiing d’autres especes de mammiféres.
Ensuite, I'expression deapucineen fusion avec le géene codant 'EYFRéhijanced yellow
fluorescent proteindans des cellules CHO et Hela a permis de débema localisation
subcellulaire de la protéine. Enficapucineétant préférentiellement exprimé dans le striatum
qui est la cible privilégiée de la maladie de Hogton, nous avons testé son expression dans

deux modeles murins de la maladie.
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Il PUBLICATION N°1 : « CAPUCIN : A NOVEL STRIATAL MARK ER DOWN-
REGULATED IN RODENT MODELS OF HUNTINGTON DISEASE »
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I DISCUSSION

Le travail présenté ici est une illustration dglassance de I'analyse SAGE qui offre
la possibilité de découvrir de nouveaux transcridsiant cette étude, aucun ADNCc
correspondant éapucinen’avait été deposé dans les bases de données.

L’'analyse de la séquence dapucinen’a révélé aucun domaine fonctionnel connu
dans sa partie N-terminale. Sa région C-termiraieievanche, partage des homologies avec
la famille des protéines transmembranaires indyias les interféronsIEITM). Il a été
montré que I'expression des genes codant cettdléada protéines était régulée par la voie
de signalisation Wnt/beta-caténine dans I'épitméliwntestinal (Andreuvet al, 2006) et au
cours de la gastrulation chez la souris (Lickartal, 2005). Par ailleurs, une publication
récente évoque le réle antiprolifératilITM1 en réponse a l'interféron gamma (Y agtcal,
2007) par une voie dépendante du suppresseur arityB3. La localisation d’une fusion de
Capucine avec 'EYFP dans I'appareil de Golgi dexdkgnées cellulaires de mammiféres
n'est pas incompatible avec l'implication poteridelde la protéine dans une voie de
signalisation. On trouve notamment dans la littéeata preuve d’'une activation de la forme
« golgienne » de Ras lors de la signalisation g@fdcteurs de croissance (Chiwal, 2002).

La découverte par SAGE, puis la confirmation par-FROR quantitative, de
'expression préférentielle deapucinedans le striatum fournit également un indice |8 s
fonctions potentielles au sein du systeme nervéexstriatum est la principale structure
d’entrée des ganglions de la base. Il est divisgeerx ensembles fonctionnellement distincts :
i) le striatum ventral qui recoit des afférences icofimbiques et est impliqué dans les
systemes de récompense et de motivatignle striatum dorsal, majoritairement innervé par
le cortex sensorimoteur, qui est impliqué dans dmtdle de la motricité volontaire.
L’hybridation in situ a montré queapucineétait surtout exprimé dans la partie dorsolatérale
du striatum qui, comme nous l'avons abordé en dhuiction de ce mémoire, est la cible des
neurones dopaminergiques de la substance noire atenpPar ailleurs, I'expression de
capucinea été détectée dans la régsbrell des glomérules olfactifs, les noyaux antérodorsaux
et paraventriculaires du thalamus, et 'habenuldiam®, qui sont directement connectés aux
neurones dopaminergiques, ou expriment des pretéimgliguées dans la transmission
dopaminergique.

Etant donné la spécificité de son profil d’expreassiil était pertinent d’explorer la
fonction de capucine dans un contexte physiopathologique affectant isgéement le
striatum. Nous avons donc étudié la régulation ate expression dans deux modéeles de la

maladie de Huntington caractérisée par la dégéremes des neurones striataux : la souris
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transgénique R6/2 (Mangiariet al, 1996) et une culture primaire de neurones ingepar
un lentivirus (Zalaet al, 2005). L’'abondance de 'ARNmM dmpucineest significativement
diminuée dans les deux modéles, indiquant une ddigssniveau d’expression du géne ou de
la stabilité du transcrit. La baisse du niveau diession de marqueurs connus du striatum tel
gue les récepteurs dopaminergiques D1 et D2, |[@miéne et la substance P a déja éte
remarquée lors d’étudgmst-mortende noyau caudé de patients atteints par la MH ¢adg
et al, 1997; Augoocktt al, 1996; Richfieldet al, 1995). De plus, plusieurs études par puces a
ADN menées chez des modéles et des patients attgnta MH, montrent une régulation
préférentielle de I'expression des génes spécifigpre exprimés dans le striatum plutét que
dans d’autres régions cérébrales (Desmatd, 2006; Hodgest al, 2006).

En résumécgapucineest un nouveau transcrit, que nous avions préaadatidentifié
lors d’'une étude transcriptomique du striatum paGE (de Chaldeet al, 2003). En raison
de son pattern d’expression, il est possible cagucinesoit exprimé dans les neurones de
projection du striatum ; un double marquagsitu permettrait de s’en assurer en utilisant par
exemple une sonde susceptible de s’hybrider avdBNm de la préproenképhaline 1,
exprimée dans une partie des neurones de projegpimeux moyens du striatum. De plus, il
est également envisageable gapucinesoit impliqué dans la transmission dopaminergique
cette piste pourrait étre explorée en surexprin@nfu contraire en invalidacapucinedans
des cultures de neurones striataux. Par aillearsédulation de son expression dans des
modeles de la MH laisse supposer qapucinepourrait jouer un réle dans la dégénérescence
spécifigue des neurones striataux au cours de peti@ologie. L'analyse des effets de
l'inactivation ou de la surexpression dapucinesur la sensibilité des cellules striatales a la
huntingtine mutée, pourrait permettre d’identifier nouveaux mécanismes dans le processus
pathologique de la MH. Enfin, I'étude de Il'inactian du géne constitue sans doute une

approche complémentaire de ses fonctions biologique
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CHAPITRE Il — ETUDE DES TRANSCRIPTOMES DE DIFFERENT ES REGIONS
CEREBRALES PAR ANALYSE EN SERIE DE L’EXPRESSION DES GENES

INTRODUCTION

L’analyse a grande échelle de I'expression desgdans le cerveau est une approche
puissante et relativement nouvelle, susceptiblendes permettre d’identifier des genes
candidats pour l'analyse des fonctions cérébrdles.cerveau est un organe complexe,
constitué de nombreuses régions fonctionnellemepécialisées et étroitement
interconnectées. La découverte de genes spécifiepuieemprimés dans une sous-région ou un
sous-type cellulaire est donc d'un intérét majeaurpétablir une signature moléculaire
potentiellement pertinente fonctionnellement.

Bien que la littérature concernant la caractéosatie profils d’expression génique
dans le cerveau soit désormais abondante, la graafleité des études ont été réalisées par
puces a ADN. Nous avons donc utilisé la méthode BAQuUiI consiste a séquencer des
étiquettes d’ADNc produites a partir d’'une popuatid’ARN messagers, pour établir un
profil d’expression quantitatif de 11 régions céedbs, dont plusieurs régions corticales, le
noyau accumbens, le striatum, le thalamus, la anbstnoire et l'aire tegmentale ventrale.
Ces régions sont pour la plupart connues pour Emgliquées dans des pathologies
psychiatriqgues (comme la schizophrénie et la dégecel pour le cortex préfrontal et l'aire
tegmentale ventrale) aussi bien que neurodégéemesafcomme la maladie de Huntington
pour le striatum, la maladie de Parkinson pourubstance noire, ou encore la maladie
d’Alzheimer pour les régions corticales, dont letew entorhinal). La caractérisation des
profils d’expression génique de ces régions présadnc un intérét évident dans la
compréhension de ces pathologies.

La comparaison des banques SAGE a mis en évidaxgd&hes différentiellement
exprimeés dans le cerveau de souris. Ces donnééséowlidées par la RT-PCR quantitative.

Le cerveau étant un organe de composition hétéepgerus avons voulu identifier
les types cellulaires dans lesquels les marqueums exprimés. La mise en place d’'une
technique combinant I'hybridatiom situ et 'immunohistochimie a permis d’étudier la
distribution cellulaire des ARNm de trois marquenmnd&sencéphaliques.

Nous avons également entrepris d’étendre a I'honheseanalyses d’expression
réalisées chez la souris. L'expression des marguégionaux a donc été testée par RT-PCR

guantitative dans des régions cérébrales humaines.
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Par ailleurs, en considérant que I'expression raje des genes a une pertinence
fonctionnelle, nous avons étudié les marqueursatatrk et mésencéphaliques dans le
contexte de dégénérescence des neurones dopamiresrgie la substance noire. Nous avons
ainsi testé deux modeles pharmacologiques de ladieatle Parkinson : le rat traité a la 6-
hydroxydopamine, et la souris traitée au MPTP. rgnfious avons analysé les niveaux
d’expression des génes préférentiellement expridads le striatum et le cortex dans un
modéle de la maladie de Huntington : la sourissigénique R6/2.
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Il ANALYSE DES BANQUES SADE ET LongSADE

.1 Analyse des séquences

Les seéquences des clones sont déposées dans deelldgadeLAB (Chabardes-
Garonneet al, 2003). Ce logiciel permet de trier les séquesedsn leur qualité, grace a une
analyse PHRED, qui affecte un score a chaque nimdéolLes séquences sont ensuite
automatiqguement acceptées si aucun de leur nutdéod présente un score PHRED inférieur
a 15. Inversement, elles sont automatiquementéegesi le score moyen des nucléotides est
inférieur a 15, ou si aucun insert n'est détects kéquences de qualité intermédiaire sont
vérifiées individuellement pour chaque nucléotidéspntant un score PHRED inférieur a 20.
Chacun des ditags peut alors étre validé, édité gauiger une lecture erronée, ou éliminé si
le chromatogramme révele une séquence ambigie.

Les ditags validés sont enregistrés dans une basimhées. Le logiciel SadelLAB
permet ensuite de trier les tags en fonction dedéquence, de les quantifier, et fournit des

éléments préliminaires d’identification.

[I.2 Analyse des tags

II.2.1 Nombre de tags par concatémere

La premiere estimation de la qualité d’'une bangpose sur la longueur des concatémeres
clonés. Pour que les données soient acquises/egtant rapidement et a un codt raisonnable,
il faut que les clones comportent en moyenne umairtk de tags, ce qui correspond a des
concatémeres de 120 pb pour SADE, et de 170 pblpmmgSADE. Il est a noter que la taille
des inserts séquencés ne correspond pas a cellmestemeres purifiés sur gel, qui sont
théoriquement plus longsf( Annexes 11.8). Plusieurs raisons peuvent expliqieerésultat :

les inserts les plus longs sont connus pour agomadins bonne efficacité de clonage et sont
supposeés contenir des répétitions ce qui généreatessructions plasmidiques instables.

I1.2.2 Tags correspondant aux adaptateurs

Une catégorie de séquences a exclure de l'analgseespond aux ditags qui
contiennent les séquences des adaptateurs — GTCO&I Gt GTCCCTTCCG pour le

protocole SADE ; GTCGGACCTGTGCTG et GTCGGACCTTAGAQDur le protocole
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LongSADE. Etant peu probable d’obtenir de tellegueiices adjacentes a un S&BAI,

I'origine de I'ensemble de ces tags est attribuélesaséquences d’adaptateurs. Ces séquences

qui ne présentent pas d'intérét biologique sontlumec de l'analyse. La proportion de

séquences d’adaptateurs est également un indida dealité de la librairie. Une banque

contaminée par 10 a 15% de séquences d’'adaptasiude qualité passable, de 5 a 10%, de

bonne qualité, et en-dessous de 5%, la banqueestemte (Chevaét al. 2000). Dans notre

étude, la proportion de tags correspondant a dpgesées d’adaptateurs est inférieure a5 % a

I'exception de trois banquesf(table 4).

Cerveau entier*
Cortex Orbitaire*
Cortex Prélimbique*
Cortex Cingulaire*

Cortex Moteur*

Cortex
Somesthésique

Cortex Entorhinal
Caudé-Putamen
Noyau accumbens
Thalamus

Substance noire*

Aire tegmentale
ventrale*

Tags
séquencés

209 876
91 928
77 196
176 552
152 802

83 814

193 890
90 706
109 032
97 038
88 168

94 436

Nombre
moyen de
tags par
insert
19,6
8,4
6,9
17,9
15,1
13
15,5
13,7
15,4
13,3
8,4

10,2

Ditags
dupliqués

13.6 %
13.5%
11.7%
9.9 %
10.0 %

7.6 %

9.6 %
9.0 %
8.7 %
2.8 %
12.8 %

8.4 %

Adaptateurs

0.8 %
0.7 %
0.7 %
0.7 %
0.5 %

13.2 %

4.4 %
10.2 %
8.7 %
2.8%
1.0%

1.4%

Tags
validés

193 339
82 486
68 470
158 937
137 856

67 985

172 144
73 657
89 577
61 332
77 651

86 247

Tags
distincts

61 509
30 885
27 590
54 338
47 515

25416

53 354
25114
29 279
24 402
30 394

32 397

Tags
représentés
une fois
69%
73%
74%
72%
71%
70%
66%
70%
68%
71%
73%
73%

Table 4. Caractéristiques générales des banques SBDxt LongSADE. Les astérisques
indiquent les banques générées avec le protocoigIADE.

I1.2.3 Ditags dupliqués

En raison de la complexité du pool d’ARNm, la prolbite qu’'un méme ditag se

forme plus d’'une fois est quasi-nulle. Expérimasatnt, il apparait toutefois que certains

ditags sont détectés de fagon répétée dans uld@ikbiUne proportion importante de ditags

répétés indiqgue une banque de faible complexitétreNétude ne concernant que des

échantillons moléculairement complexes, la présetecees ditags répétés est attribuable a

trois facteurs i) une quantité trop faible de cellules analyséegjuiadiminue la complexité

de I'’échantillon ;i) la perte de matériel au cours des nombreusessétigpla construction de

la banque jii) I'amplification préférentielle de certains ditagmplifiés lors des étapes de

PCR.
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Pour ces raisons, nous avons adopté la stratégidettrilescuet al. (1995), qui

consiste a exclure de I'analyse les ditags prégguasseurs foisdf. table 4).

Il.2.4 Tags attribués a des erreurs de séquence

En comparant des tags entre eux, nous avons nésidaence des tags de séquences
voisines, c'est-a-dire différant 'une de l'autrarpa substitution, l'insertion ou la délétion
d’'un nucléotide ¢f. table 5). Le tag le plus abondant est appelé tagnenique » et est
conservé dans lanalyse, au contraire des tagsisigo> d'abondance plus faible,
probablement attribuables a des séquences errapéesint exclus.

En pratique, le cas le plus fréquemment rencontméespond a la délétion du
nucléotide 5’ du tagcf. table 5). Une amélioration récente du logicielndlyse permet de

d’exclure ces séquences de facon automaticfueable 6).

Tag canonique AAACCTACCAGCCGG 176
Délétion
dunucleotide 5° AACCTACCAGCCGGT 11
d’un autre nucleotide AAACCTACAGCCGGT 1
Monosubstitution
dunucleotide 3’ AAACCTACCAGCCGC 4
AAACCTACCAGCCGA 3
d’un autre nucleotide AGACCTACCAGCCGG 2
AAACCTACCAGTCGG 2
AAACCTACCGGCCGG 1
AAACCTGCCAGCCGG 1
AAATCTACCAGCCGG |
AAACCTACCAGCCAG 1
AAACCTACCAACCGG |
AAACCTACCAGCCCG 1
Insertion CAAACCTACCAGCCG 1

Table 5. Tags « voisins » dont la séquence diffede celle du tag canonique par un
nucléotide. Exemple de la tyrosine hydroxylase dans la bampiee tegmentale ventrale. La
derniere colonne présente I'abondance des tagdadasnque normalisée a 80 000 tags.
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Nombre de tags

Nombre de tags différents sans les Voisins par délétion
différents voisins par délétion du nucléotide 5' (%)
du nucléotide 5'

Cortex Somesthésique 25416 23768 6,5
Noyau accumbens 29279 27315 6,7
Caudé-Putamen 25114 23408 6,8
Aire tegmentale ventrale* 32397 29671 8,4
Cortex Prélimbique* 27590 25152 8,8
Cortex Orbitaire* 30885 27678 10,4
Substance noire* 30394 27233 10,4
Cortex Cingulaire* 54338 47849 11,9
Cortex Moteur* 47515 41731 12,2
Thalamus 24402 21317 12,6
Cerveau entier* 61509 53535 13,0
Cortex Entorhinal 53354 42075 21,1

Table 6. Proportion de voisins par délétion du nudotide 5 contenus dans I'ensemble
des banquesLes données sont triées par ordre croissant pi@frtion de voisins.

[1.3 Identification des tags

Une fois triés et quantifiés, les tags dits « \@dieh sont déposés dans une plate-forme
d’analyse ou une premiére annotation automatiqueéedisée. Le programme recherche la
séquence du tag dans les différentes bases deetodi®DNc préalablement enregistrées a
partir de RefSeq et GenBank. L’identification dags dont la séquence posséde une entrée
dans ces bases de données est alors affichée, dbgieiel permet également a
'expérimentateur de s’assurer que le tag est«@ldanne position » sur I’ADNCc (c’est a dire
immédiatement en 3’ du site de restriction de Regne d’ancrage le plus en 3’ sur ’'ADNCc).
Par ailleurs, une amélioration récente du logigiermet désormais d'avoir un contrble
automatique de Il'orientation du tag sur la séquehid®Nc. En effet, un certain nombre de
tags sont en position antiparalléle, c'est-a-dine5e du site de restriction de I'enzyme
d’ancrage. De tels tags ont été mis en évidence Hamalyse réalisée ici, mais nous avons
choisi de ne pas les traiter dans ce contexte.

Apres cette étape d’identification automatique,certain nombre d’annotations sont
absentes ou ambigués. Chaque expérimentateurer@ddiss des recherches supplémentaires
pour identifier les tags.

L’alignement sur le génome et les bases de dond&ST s’avere tres utile pour
identifier les tags « orphelins », mais cette damiméthode n’est réellement envisageable

gue pour les tags longs, les tags de 14 pb n'ébast suffisamment spécifiques (27
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alignements possibles sur le génome en moyenndreceaulement 1,3 pour les tags de
21 pb).

Par ailleurs, le processus SAGE comprenant plusiettapes potentiellement
génératrices d’artéfacts (par exemple, une digegiartielle des ADNc génerera différents
tags SAGE pour le méme transcrit), un certain nenalertags, dont la proportion est difficile
a déterminer, correspond a des séquences « inalésisaqui doivent souvent étre annotées
manuellement.

Enfin, certains tags demeurent non identifiés apnéslyse manuelle (une banque
SAGE en contiendrait jusqu’a la moitié selon laéhature ; (Geet al, 2006)). Ces tags
peuvent correspondre a des espéces moléculairegeenmconnues, ou provenir d'une
accumulation d’erreurs de séquencage qui les ratdisables pour reconnaitre leur transcrit

d’origine.
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ABSTRACT

Using serial analysis of gene expression (SAGE), eatlected quantitative
transcriptome data in 11 regions of the adult igioe mouse brain: the orbital, prelimbic,
cingulate, motor, somatosensory and entorhinaliaest the caudate-putamen, the nucleus
accumbens, the thalamus, the substantia nigrahendentral tegmental area. With more than
1.2 million cDNA tags sequenced, this database @owerful resource to explore brain
functions and disorders. As an illustration, wef@ened inter-regional comparisons and
evidenced 308 differential transcripts. Most ofrthare poorly characterized and 20 % lack
functional annotation. For ~ 50 differential trangts, we provide independent expression
level measurements in mouse brain regions by me&-juantitative RT-PCR. We also show
examples where we used situ hybridization to achieve infrastructural resoluatid=or 30
transcripts, we next demonstrated that regiondtlement is conserved in the human brain.
We then quantified the expression levels of regiariehed transcripts in the R6/2 mouse
model of Huntington disease and the 1-methyl-4-gh&®,3,6-tetrahydropyridine (MPTP)
mouse model of Parkinson disease, and observedicagn alterations in the striatum and
cortex of R6/2 mice and in the striatum of MPTRategl mice. These results show that the
gene expression data provided here for the mousen btan be used to explore
pathophysiological models and disclose transcrijifferentially expressed in human brain

regions.

biological markers; neurodegenerative diseasews| seralysis of gene expression
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INTRODUCTION

The mammalian brain is organized as a complex n&tweolving a large number of
structures. Each of them is primarily identified g anatomical localization, general
morphology and cytoarchitecture, and exhibits arattaristic developmental course and
wiring pattern. The establishment and maintenaricknase features rely largely on a tight
control of gene expression. In the past few yeseseral large-scale efforts have benefited
from the availability of genomic data and techniadlances to explore the expression profile
of adult mouse brain regions. A variety of stragsghave been developed, such as microarray
analysis of dissected regions (Sandbetrr@l, 2000; Suet al, 2004; Zapalat al, 2005) or
voxels (Chin, 2007), high-throughpirt situ hybridization (Leinet al, 2007; Magdalenet
al., 2006), or replacement of coding sequences bynadagreen fluorescent protein reporter
gene in bacterial artificial chromosome transgewrictors (Gonget al, 2003).

Here we performed serial analysis of gene expras€8AGE) (Velculescuet al,
1995) on 11 regions accurately dissected from the-fand midbrain of the adult mouse,
which have not been considered in earlier SAGEeggtsj(Booret al, 2004b; Siddiquet al,
2005), and include territories that are rarelyaxtid due to their small size.§, areas of the
prefrontal cortex, nucleus accumbens, ventral tegaherea). With more than 1.2 million
cDNA tags sequenced, the present work providesut&nowledge, the most comprehensive
guantitative expression database published foit &dailin regions.

The SAGE method has the advantage of preciselytdyiag each transcript detected
in a given sample. We could therefore apply stimigeomparison criteria to identify genes
preferentially expressed in each brain region amithin each region, we could sort the
enriched transcripts by expression level. The tegpllists, curated using data from the

literature and complementary experimental appragcb@mprise a total of 308 genes, many
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of them with no established function. For a sulo$&0 transcripts, we additionally measured
expression levels in human brain regions.

Transcriptomic studies of brain dysfunction uspabmpare expression profiles of
brain regions between patients and unaffected ididals (Blalocket al, 2004; Hodgeegt al,
2006; Mirnicset al, 2000) or model and control animals (Luthi-Caeerl, 2000; Miller et
al., 2005). Alternatively, to get insight into the patjenesis of disorders like Huntington and
Parkinson diseases, which primarily affect specgigpulations of neurons, the genes
preferentially expressed in these cells could bayaed as a priority (Chungt al, 2005;
Desplatset al, 2006). We therefore measured the expression sewtlregion-enriched
transcripts in brain structures of R6/2 transgemuce and 1-methyl-4-phenyl-
1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP)-treated mice, twidely used models of Huntington and
Parkinson diseases, respectively.

The present study provides large-scale, knowleddependent, quantitative gene
expression data across a significant number of mbusin regions. The expression level of
any gene can be searched in this database, andhstgicompared to that of other genes in
the same brain region, or between different bragians or tissues for which SAGE data are
available. Here we illustrate the usefulness of tesource to find region-enriched transcripts

of unknown function with possible relevance to harpathophysiology.

MATERIALS AND METHODS

Collection of brain samples from wild-type mice anduse modelAll experiments
on mice were supervised by an investigator licensgdhe Ministere de I'Agriculture, in
conformity with French regulations. Mice were degepnesthetized by intraperitoneal
injection of sodium pentobarbital (180 ug per grambody weight) before decapitation.

Samples for SAGE library construction and real-tiquantitative RT-PCR (QRT-PCR) were
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collected from eight- to twelve-week-old wild-typeale C57BL/6 mice (Charles River
Laboratories, L’Arbresle, France) essentially ascdéed (de Chaldeet al, 2006).

R6/2 transgenic mice express a human gene fragmemiaining the mutation
responsible for Huntington disease. They developr@gressive neurological phenotype
beginning at two months of age (Mangiariti al, 1996). The striatum and cortex were
sampled from four 12-week-old R6/2 mice and foue-atatched wild-type controls, before
the onset of degeneration (Turmagteal, 2000).

Administration of the neurotoxin MPTP was used t@del Parkinson disease
(Sonsalla & Heikkila, 1986). Sixteen-week-old ma(€57BL/6 mice received four
intraperitoneal injections of MPTP (20 mg/kg pgeation) at two-hour intervals. Six MPTP-
treated mice and five PBS-injected controls wewifted 24 hrs after the last injection, and
six MPTP-treated mice and four PBS-injected costreére sacrified seven days after the last
injection. Each brain was divided into two parteeTight caudate-putamen was immediately
processed for total RNA extraction, while the lefiudate-putamen was stored until
measurement of tyrosine hydroxylase immunoreagtiuging a rabbit polyclonal antibody
(Institut de Biotechnologies Jacques Boy, Reiman€ée) at a 1:10,000 dilution. Degeneration
of the nigrostriatal pathway was indirectly estigthby the relative immunostaining intensity
determined from the optical density in the caugatemen and the adjacent sensorimotor
cortex, using a method adapted from Georgieeskd. (Georgievskaet al, 2002).

Construction of SAGE librariedor each brain region, samples from three to 15
animals were pooled and Dounce-homogenized in IBisiding Buffer from Dynabeads
MRNA DIRECT kit (Invitrogen, Carlsbad, CA). SAGHtaries were constructed according
to a modified protocol adapted to small amountstafting material (Virlonet al, 1999).
SalBA | was used as the anchoring enzyme, and eifssr- | (for libraries from the

somatosensory and entorhinal cortices, caudatenaumanucleus accumbens and thalamus)
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or Mmel (for libraries from the whole brain, orbital,gimbic, cingulate and motor cortices,
substantia nigra and ventral tegmental area) seasetie tagging enzymBsnt | produces
10-bp-long tags, whereddmel generates 15-bp-long tags. We uséaiel tags to facilitate
the annotation process (Sabtaal, 2002). For comparisons between librarigbnel tags
were converted to 10-bp-long tags.

Automated DNA sequencing was carried out on plasmidpreparations either in our
laboratory (for libraries from the somatosensorstedq caudate-putamen, nucleus accumbens
and thalamus) or at the Genoscope (Evry, Franoep(f other libraries). Sequence analysis,
tag extraction and counting were performed as destr(Chabardes-Garonm al, 2003).
All SAGE data reported in this paper have been siépd in the Gene Expression Omnibus
(GEO) database under accession nos. GSM183639, &3MQ0, GSM183644-GSM183653.

Selection and annotation of region-enriched tdgseach library, tags occurring at a
frequency greater than or equal to 5 in 80,000 simowing a seven-fold enrichment as
compared to six other libraries were seleced,(n=7 versusmm=0 or 1;n=6 or 5 versus
n=0; 80,000 tags per library). Monte-Carlo simua# indicate that the probability to
observe such an enrichment by chance is still § @0 low tag counts (Zhanet al, 1997).
For libraries constructed from cortical areas, ttrigerion was broadened to include tags
showing a seven-fold enrichment as compared todiher libraries. This allowed to retain
pancortical transcripts.

Each selected tag was manually annotated as psdyidascribed (de Chaldee, 2005).
Only the most abundant tag from each transcriptwsasl for inter-regional comparisons. The
resulting list of transcripts was curated usingad&étom the literature and gRT-PCR
experiments. When the distribution of a transonjhin the brain as reported in the literature
or assessed by gRT-PCR was incompatible with tisereld tag abundances, the annotation

was considered improper and the tag was discardedthe list.
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Functional classification of region-enriched tranigts. Functional classification was
performed using Database for Annotation, Visualmgtand Integrated Discovery (DAVID)
tools (Denniset al, 2003). The full list of region-enriched transtsip(308 genes) was
analyzed, as well as sublists of transcripts eedan gross anatomical divisions: the cerebral
cortex, including all the cortical areas investegh{84 genes), the striatum (caudate-putamen
and nucleus accumbens, 119 genes), the thalamug€g®és) and the ventral midbrain
(substantia nigra and ventral tegmental area, H@ge Over-representation of a functional
class in a gene list as compared to the whole gerveas assessed by the Expression Analysis
Systematic Explorer (EASE) score (Hosatlal, 2003).

Real-time quantitative RT-PCRIouse brain samples were pooled between animals,
with the exception of striata and cortices from Ré@hice, MPTP-treated mice and
corresponding controls, which were processed inu#galy for each animal. Total RNAs
were extracted using a guanidinium thiocyanatedbasethod. Human RNA samples were
purchased from commercial sources (Ambion, AugiiX;, Clontech Laboratories, Mountain
View, CA).

gRT-PCR was performed as previously described (Heldéeet al, 2006). The
ubiquitously expressed peptidylprolyl isomerase éng) was used for normalization. All
experiments were carried out on two replicates athesample. Primer sequences are
available from the authors upon request.

Combined in situ hybridization and immunofluoressenn situ hybridization was
performed as previously described (de Chaldste al, 2006), with the following
modifications. cDNA fragments 0A930038CO07Riknucleotides 494-2313 oAK029210),
Slcl0a4 (nucleotides 81-1506 0fAK087479 and Agpat4 (nucleotides 187-1347 of
AK005139 were cloned into pCR4Blunt-TOPO or pCR2.1-TOPG@ters (Invitrogen). One

microgram of each linearized plasmid served to grerfin vitro transcription using T3
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(antisense probes) or T7 (sense probes) RNA pobseeRabbit anti-tyrosine hydroxylase
(Chemicon International, Temecula, CA) was addea dt:1,000 dilution to the solution
containing the alkaline phosphatase-conjug&tsol fragments. Before nitroblue tetrazolium
chloride (NBT)/5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphat@CIP) staining, washed slides were
incubated three hours at room temperature with &lekior 488-conjugated goat anti-rabbit
IgG (Invitrogen) diluted 1:1,000 in tris-bufferedlme supplemented with 0.1 % tween-20,
0.5% gelatin and 20 % normal goat serum, then w®ashxtensively. Slides were
coverslipped with FluorSave Reagent (Merck, Dardist&ermany) and examined using a
Leica DMRXA fluorescence microscope (Leica, Wetzldermany). Tyrosine hydroxylase-
positive neurons were visualized under dark fieldhwappropriate filter, whilein situ
hybridization-positive cells were visualized usibgght-field illumination. Images were

acquired with MetaMorph 4.6 software (Molecular eg, Sunnyvale, CA).

RESULTS

Generation of a gene expression database from mmase regions.SAGE libraries
were generated from the whole brain and 11 bragions of the adult wild-type mouse
(Fig. 1). At least 60,000 tags were sequenced feaoh library, yielding a total of 1,269,681
tags in the whole project with a median value &4;000 tags (Supplemental Table S1). In
the present paper, all tag counts were normalizedtotal number of 80,000 tags per library.

While the most abundant transcripts are sufficientidentify the brain tissue (de
Chaldeeet al, 2003), a deeper analysis is required to detéfardntial transcripts. Tyrosine
hydroxylase messenger, the most abundant regiockhedr transcript, accounts for only
0.2 % of the total poly(A) RNA mass of the ventral tegmental area (tag ceulit4 in

80,000).

108



Dorsal

Rostral

Caudal
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Fig. 1. Schematic view of the mouse brain regions disdeatethe present study. Acb,
nucleus accumbens; Cg, cingulate cortex; CPu, ¢teymdamen; Ent, entorhinal cortex; M,
motor cortex; O, orbital cortex; PrL, prelimbic tex; S, somatosensory cortex; SN,
substantia nigra; Th, thalamus; VTA, ventral tegtakarea.
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Identification of region-enriched transcript§.ags enriched in brain regions were
selected according to criteria calibrated on knoegional markers (typically a seven-fold
enrichment in one library as compared to six ofhéreree hundred and eight different tags
meeting these criteria were annotated (Suppleméatade S2), a selection of which is
displayed in Table 1. A wide range of expressiorelle was explored, down to transcripts
representing only 0.006 % of the poly{ARNA mass (tag count =5 in 80,000), like RIKEN
cDNA 2010001M06 gene transcript in the caudate+peta The list is punctuated by known
regional markersd.g, tyrosine hydroxylase (Yamadd al, 1992); dopamine receptor D1A
(Monsmaet al, 1990)], but also contains genes with uncharasdrfunction, like most of
those shown in Table 1, and even isolated expressgpaence tags (ESTEK383136.

All region-enriched transcripts were functionalllassified using Gene Ontology
vocabulary (Ashburneet al, 2000). For 20 % of them, the biological procesd molecular
function were either not mentioned or annotated @sl unknown. Many genes involved in
signal transduction were identified in all regiomghile genes associated with locomotory
behavior were significantly over-represented in sftigatum (caudate-putamen and nucleus
accumbens) and ventral midbrain (substantia nigchwventral tegmental area), as compared
to the whole genome (Supplemental Fig. S1). Thesectares are indeed known to be
involved in the control of voluntary movement.

Distribution of region-enriched transcripts in me@usnd human brainsFFor each
differentially expressed transcript, the literatwas carefully reviewed, and a reference
confirming regional enrichment was provided whemeailable (Supplemental Table S2).
The expression level of a number of poorly docum@mfenes was further explored in mouse
brain regions using qRT-PCR (Supplemental Table $Bj)s analysis was extended to the
hippocampus and the cerebellum. There was oveoat gagreement between SAGE and

gRT-PCR data, demonstrating the reliability of éx@ression profiles presented here.
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Table 1. Examples of brain region-enriched transcripts detected by SAGE

SAGE tag count

Gene

?21?15;23 Whole Orbital IiIanrgic Cingulate Motor ignmsagrc)); Fh?rtgﬂ Caudate  Nucleus Thalamus Substantia te\g?r?;rnaﬂal symbol Gene name

brain cortex cortey  cortex cortex oo 7 ortex Putamen accumbens nigra area
TGCAGCTGCG 1 8 0 3 3 2 1 2 2 0 1 0 Dio2 deiodinase, iodothyronine, type Il
TCTTCTAAAG 1 0 8 5 2 0 1 0 0 0 1 0 Ciqi3 Clg-like 3
TCAGTAACGG 2 0 7 1 1 1 0 0 1 0 0 1 Ldb2 LIM domain binding 2
ATGAAGATGC 2 1 4 7 6 0 2 1 0 0 0 0 Dkkl1 dickkopf-like 1
ATGTAAGAAA 2 9 7 11 24 6 9 0 0 1 2 0 3110035E14Rik RIKEN cDNA 3110035E14 gene
ACCACCTACC 2 4 1 3 1 8 0 0 0 5 1 2 Cpne9 copine family member IX
AAAGAAAACA 2 5 4 4 4 1 23 0 0 0 0 0 Nov nephroblastoma overexpressed gene
CATAAACATC 0 3 2 4 2 0 7 0 0 0 0 0 C630035N08Rik RIKEN cDNA C630035N08 gene
GCATGGTACA 1 3 2 5 3 16 4 38 16 7 2 2 Sh2ds5 SH2 domain containing 5
AAGAACCTGG 5 0 0 0 0 2 0 26 4 0 1 1 Tmem90a transmembrane protein 90a
CAAGCAATAA 2 0 0 0 0 0 0 11 4 0 1 0 Gm705 gene model 705, (NCBI)
AAGCTTGGCT 2 0 0 2 0 1 0 10 9 3 0 0 BC072620 cDNA sequence BC072620
ATGGAATTGG 1 1 1 0 1 4 0 9 3 3 2 1 Gpr155 G protein-coupled receptor 155
TGAGACTTTG 1 0 0 1 1 5 0 8 5 0 0 1 Dclk3 doublecortin-like kinase 3
CAACCCGTTA 0 0 0 0 0 0 1 7 4 0 0 0 Drdla dopamine receptor D1A
CTAACAACAC 1 0 0 1 0 0 0 7 1 4 0 0 Nexn nexilin
CAGGGCTTAA 1 0 1 0 0 0 0 5 3 0 0 0 2010001MO06Rik RIKEN cDNA 2010001M06 gene
TTGGGAGACA 0 1 2 1 2 1 2 0 9 0 0 1 ESTs (CK383136)
AATATAAAAG 4 1 2 2 3 1 2 0 1 21 0 0 Ptpn3 protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 3
CTGCCTTGTA 2 1 1 2 1 0 3 0 0 8 2 1 Zdhhc22 zinc finger, DHHC-type containing 22
TGGCCAATAC 0 0 0 0 0 0 0 0 0 8 0 1 Vash2 vasohibin 2
TGTCTCGGGA 2 0 1 1 1 0 0 0 1 7 4 0 Dbndd1 ggi?;?rﬂir?g(gystrobrevin binding protein 1) domain
ACTGGGAAAC 2 0 1 0 0 1 0 0 0 4 7 1 Lrigl leucine-rich repeats and immunoglobulin-like domains 1
GTATCACCCT 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 7 3 A930038C07Rik RIKEN cDNA A930038C07 gene
TTGTTCCATC 2 0 0 2 1 0 0 0 0 0 7 4 Paqgré progestin and adipoQ receptor family member VI
AAACCTACCA 2 0 0 1 0 0 0 0 1 0 28 174 Th tyrosine hydroxylase
TAGTATCTAT 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 13 Sicl0ad f;m;)cﬂgﬁ:ggﬂ'y 10 (sodium/bile acid cotransporter
AACTAGCCAA 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 11 Ebf3 early B-cell factor 3
GCCACCACCG 2 0 0 0 1 0 0 0 1 0 2 10 Al646023 expressed sequence Al646023
CCCATGGAGG 5 1 1 1 2 0 1 0 0 4 5 7 Agpat4 1-acylglycerol-3-phosphate O-acyltransferase 4

(lysophosphatidic acid acyltransferase, delta)

Tag counts were normalized to a total number of 80,000 tags in each SAGE library. Enrichment is indicated by bold numbers. Well-known regional markers
are highlighted in gray. Acb, nucleus accumbens; Cg, cingulate cortex; CPu, caudate-putamen; Ent, entorhinal cortex; M, motor cortex; O, orbital cortex; PrL,
prelimbic cortex; S, somatosensory cortex; SN, substantia nigra; Th, thalamus; VTA, ventral tegmental area; WB, whole brain.
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We investigated the expression of some region-keddranscripts at higher resolution using
in situ hybridization to mouse brain sections. Fig. 2 shdiae uneven distribution of three
MRNA species detected by digoxigenin-labeled ribbps in the ventral midbrain. Co-
detection of tyrosine hydroxylase, visualized bymnonofluorescence, suggests that the cells
expressing these transcripts are dopaminergic nswbthe substantia nigra, pars compacta,
and the ventral tegmental area.

To address whether regional enrichment was condervanan, we measured the
expression level of 50 genes in a variety of hurbeain regions using gRT-PCR. For a
number of genes, we observed excellent agreeméwebr human and mouse expression
profiles (compare Fig. 3 and Table 1). Overall, tBfhscripts were unevenly distributed in
human brain, in a pattern consistent with mousa (fg. 3 and Supplemental Fig. S2).

Altered expression levels of region-enriched trampgs in mouse models of
neurodegenerative disordeRegion-enriched transcripts might be selectivefyregulated in
pathophysiological conditions affecting the struetu where they are predominantly
expressed. Huntington disease is characterizedseyere striatal atrophy due to the selective
loss of medium spiny neurons. The cerebral codexiso affected, though less dramatically
(Harper, 1991). Using gRT-PCR, we therefore meabsutee expression levels of 24
transcripts enriched in the striatum (caudate-petaand nucleus accumbens) and 15 cortex-
enriched transcripts in the R6/2 transgenic mousdeiof Huntington disease (Mangiariti
al., 1996). Three to four 12-week-old R6/2 mice wevenpared to the same number of age-
matched wild-type controls. Among the 24 striatahscripts quantified, 14 were significantly
less abundant in R6/2 than in wild-type striatag(B). No significant difference was
observed for the ten others, arguing against argedewnregulation of striatal transcription.

Five of the 15 cortical candidates tested exhibatetynificantly lower expression level in
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in situ hybridization TH staining overlay

A930038C07Rik

Slc10a4

x100 ' X400 X400 X400

Fig. 2. Co-detection of tyrosine hydroxylase and mRNA s mouse ventral midbrain.
Tyrosine hydroxylase (TH) was visualized by immunofescence whereas mRNAs were
evidenced byin situ hybridization using digoxigenin-labeled riboprob&Nc, substantia
nigra, pars compacta; SNr, substantia nigra, dicutata; VTA, ventral tegmental area.
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Fig. 3. Expression levels of region-enriched transcriptsuman brain assessed by gRT-PCR.
Mouse gene symbols are provided in parenthesis wtitsrent from their human orthologs.
For each transcript, the expression level wass&00 % in the whole brain. Note that the
parietal lobe contains the somatosensory cortexl, e temporal cortex includes the
entorhinal area.
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R6/2 than in wild-type cortices (Fig. 4), indicairthat transcriptional changes are not
confined to the striatum.

Parkinson disease results from the selective degeore of the dopaminergic neurons
projecting from the substantia nigra to the caudaiedeus and putamen. This phenotype can
be recapitulated in mice by MPTP intoxication (Sadless& Heikkila, 1986). In the present
study, measurement of tyrosine hydroxylase immuaaingty in the caudate-putamen
indicated a severe decrease in dopamine synthdsiss2after the last MPTP injection.
Tyrosine hydroxylase depletion was still evidentesedays after the last injection (Figh)5
Using gRT-PCR, we thus quantified 23 striatal tcaipss in the caudate-putamen of MPTP-
lesioned animalsn(=6) and PBS-injected controls at both time poirteree types of
response to MPTP were observed (Fi): &an early, transient downregulation (four genes);
an early, transient upregulation (four genes); amtklayed upregulation (three genes). These
results suggest that a number of transcriptiondabiggations induced by MPTP in the striatum

appear early after intoxication and are rapidlyrooene, though delayed changes also occur.

DISCUSSION

The present SAGE resource provides an in-deptlysisadf gene expression in mouse
fore- and midbrain structures. From this dataset, evidenced 308 transcripts that are
preferentially expressed in discrete brain regi@ml, for ~50 of them, we present
independent expression level measurements in mangehuman brain. This work offers a
number of advantages over the existing literaturé databases. In particular, SAGE tag
counts provide a quantitative measure of expreskioal, allowing accurate comparisons
both across brain regions and between transcHgtsinstancein situ hybridization signals
for striatin and tescalcin mRNAs have comparablensities in the caudate-putamen (Letn

al., 2007), whereas SAGE data show that tescalcinengsss are five times more abundant.
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Fig. 4. gqRT-PCR quantification of striatum- and cortex-ehed transcripts in striata and
cortices of R6/2 mice. The expression level of emahscript is displayed as percent of the
wild-type control value = standard error of the m&&EM). Asterisks indicate significant
differences assessed using Student’s unpditedt: P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001.
Each column corresponds to the mean value obtéiosdfour animals, except fGrmem90a
BC072620Spock3Slic41al St8sia3(n = 3 animals). The expression of ten striatum-dmaac
transcripts Tbllx Mctpl, Dclk3, MgatSh Hs6st2 Carhspl Mbd2 Nexn Sp9 Wfs]) and ten
cortex-enriched transcriptdlark2, C1ql3 Ldb2 3110035E14RikTmem178Coro6, Kcnj3,
Frmd6, Nov, C630035N08Rikwas not significantly modified in the R6/2 model.
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expression level of each transcript is displayegesent of the corresponding PBS-injected
control value + SEM. Asterisks indicate significadifferences assessed using Student’s
unpairedt test: < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001. The following genes were not affected
by MPTP treatment at any time poil@h2d5 Tes¢ St8sia3 Tmem90aGm705 BC072620
Tbllx Mgat5h Hs6st2 Mbd2, Crym, 1110018G07Rik
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This aspect is of particular interest when selgcpromoters to direct efficient expression in
specific brain regions. Furthermore, the regionmcsicity of any transcript can be easily
checked from our data. As an example, protein iggpophosphatase, non-receptor type 5
(originally termed "striatal enriched phosphatasétipugh considered as a marker of the
caudate-putamen (Lombrosd al, 1991), is also expressed at significant level$ramtal
areas of the cerebral cortex (tag count =51 indaedate-putamen; 20 in the prelimbic
cortex; 17 in the orbital, cingulate and motor wa$; 80,000 tags per library). It has not
passed our criteria for regional enrichment. Byt@st, adenosine A2a receptor transcript
turned out to be enriched in the caudate-putante@blundance is reputed to be low (Dixatn
al., 1998). Thus, extensive sequencing of SAGE libsayielded high sensitivity.

The number of enriched transcripts varies from loran region to another. They are
especially numerous in the caudate-putamen andes@arcortical areas, which may reflect
greater cellular heterogeneity in the cortex (Saghal, 2006). Furthermore, we observed
partial overlap between related regions. In paldiclboth SAGE and qRT-PCR data suggest
that several transcripts are pancortioalg( RIKEN cDNA 3110035E14 gene transcript).
However, we also identified transcripts enrichedastricted cortical territories, such as C1g-
like 3 transcript in frontal areas and nephroblastooverexpressed gene transcript in the
entorhinal cortex. Moreover, within a given struetuenriched transcripts may be synthesized
in distinct subregions. As an example, in the sari& nigra, we were able to record genes
specifically expressed in the pars compacta, adstrated for RIKEN cDNA A930038C07
gene byin situ hybridization, as well as genes expressed in #rs peticulata, like protein
inhibitor of activated STAT 4 (Galleguillast al, 2004).

Differentially expressed transcripts may be invdlvan pathophysiological
mechanisms affecting specific brain structurestha R6/2 mouse model of Huntington

disease, about 60 % of the striatum-enriched trgosisathat we analyzed were significantly
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downregulated. For five of thens¢n4h Tes¢ St8sia3 Tmem90aGm705, we corroborate
previous data obtained on striata of R6/2 (Luthrt€eet al, 2000) or R6/1 (Desplatst al,
2006) mice. These five genes, as well as threao{Bpock3 Gprl55 Crym), have recently
been reported to be downregulated in the caudatteum of Huntington disease patients
(Hodgeset al, 2006), thus confirming the reliability of the R6model. Additionally, we
show a significant downregulation for genes (SH2Zndm containing 5; RIKEN cDNA
2010001M06 gene) whose expression has not beeropsty measured in mouse models or
patients.

Our results support the hypothesis that striatugtiéip functions are targeted in early
stages of Huntington disease. Still, more than tmel of the striatal candidates were
unchanged, suggesting that particular transcrigiethways are selectively affected. We also
provide evidence for a modest number of alteratiortee cortex of R6/2 mice, in agreement
with the idea that the extent of transcriptionalsfdynction parallels the extent of
neurodegeneration (Hodges al, 2006). Interestingly, one of the transcripts doegulated
in the cortex encodes kalirin, a specific interaabhuntingtin-associated protein 1 (HAP1)
(Colomeret al, 1997). HAP1 binds to huntingtin, the protein eshe by the gene mutated in
Huntington disease (lat al, 1995).

In the MPTP model of Parkinson disease, a dozestradtum-enriched transcripts
were significantly dysregulated. Most changes vadatected 24 hrs after the last injection and
did not persist after seven days. Although usimdjfierent protocol of MPTP intoxication,
Miller et al. have reported widespread transcriptional effecthe striatum of MPTP-treated
mice, in particular seven days after the last tnpac(Miller et al, 2005). Therefore, striatum-
enriched transcripts do not seem to be over-reptedan the whole set of transcripts that

respond to MPTP in the striatum. However, five gef®cn4b Spock3 Slc4lal Gprl5s5
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Lypdl) were also affected in the R6/2 model, indicatthgt common pathways may be
mobilized in the striatum of both R6/2 and MPTRsiitated mice.

Many of the region-enriched transcripts providedehare poorly characterized, and
20 % were classified as functionally unknown. Siregional enrichment is conserved in man
in a majority of cases, and because brain regioere wartly selected on the basis of their
involvement in human neuropsychiatric disordersg, phesent work provides a reservoir of

candidates to investigate brain pathophysiology.
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FIGURE LEGENDS

Supplemental Fig. S1. Example of functional categorfound for mouse brain-region
enriched transcripts. Five sets of genes were aediythose preferentially expressed in the
cerebral cortex, in the caudate-putamen or nu@deasmbens ("striatum"), in the thalamus, in
the substantia nigra or ventral tegmental arean{fa€midbrain™), and the full list of region-
enriched transcripts ("all regions”). For each $lke¢ columns represent the percentage of
genes in each functional category. The unknowngcaye corresponds to genes whose
biological process and molecular function ontolsgiere either not mentioned or annotated
only as unknown. Other categories were selecteah fiturd-level biological process Gene
Ontology terms that were significantly over-reprasd in the full list as compared to the
whole genome. Asterisks indicate significant owepresentation as determined by the EASE

score: P<0.1; *P < 0.01; **P < 0.001.

Supplemental Fig. S2. Expression patterns of regimoiched transcripts in human brain
assessed by gRT-PCR. Mouse gene symbols are pdovigerenthesis when different from
their human orthologs. Expression levels were eetl@0 % in the whole brain. Thirty
transcripts were enriched in the expected humain begion, of which 26 are shown here and
four in Fig. 3. Major discrepancies between humad mouse expression profiles occurred
for only seven genesC8orf46 (human ortholog of mous8110035E14Rijk TMEM178
CORO6 SLC41A1 KIAA0317 (human ortholog of mous&110018G07Rik PEPD, and

AMOTL1
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Table S1. Sequencing report of the SAGE libraries enerated from wild-type adult

mouse brain

Wild-type adult

Number of SAGE tags

Number of different

mouse brain region sequenced SAGE tags detected
Whole brain 193,339 61,509
Orbital cortex 82,486 30,885
Prelimbic cortex 68,470 27,590
Cingulate cortex 158,937 54,338
Motor cortex 137,856 47,515
Somatosensory cortex 67,985 25,416
Entorhinal cortex 172,144 53,354
Caudate-putamen 73,657 25,114
Nucleus accumbens 89,577 29,279
Thalamus 61,332 24,402
Substantia nigra 77,651 30,394
Ventral tegmental area 86,247 32,397
Total 1,269,681 167,547*

*93,025 tags have been detected only once
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Table S2. SAGE data for transcripts enriched in mose brain regions.

Tag sequence 6} Bl Cg ™ S h SN Gene symbol Gene name Reference
CGCAAGGTGC 6 14 8 7 4 1 (o] 4 1 0] 5 2 Mark2 MAP/microtubule affinity-regulating kinase 2 PMID: 1 0491259
ATGAAGGCTC 3 9 4 2 6 4 1 1 0 0] 3 1 Her c3 hect domain and RLD 3 PMID: 15465498
CAGTATATGC 2 9 2 1 2 1 3 1 5 4 1 1 | mpdh2 inosine 5'-phosphate dehydrogenase 2 unpublished
CTGTCAGCCA 5 8 5 5 5 (] (o] (6] o] [¢] 3 (o] St ac2 SH3 and cysteine rich domain 2 unpublished
CTTCTGTATT 2 8 7 8 3 (0] 2 (0] 2 1 (0] 1 Rasal 1 RAS protein activator like 1 (GAP1 like) PMID: 17151600
TGCAGCTGCG 1 8 (o] 3 3 2 1 2 2 (6] 1 (] Di 02 deiodinase, iodothyronine, type Il unpublished
TCAAGAGAGT 5 7 4 2 3 4 1 0] 1 1 [¢] 0 Arc activity regulated cytoskeletal-associated protein PMID: 7857651
TCGGCTCCTG 1 7 (o] 2 2 2 (o] 2 4 4 [¢] 0 Rgs7bp regulator of G-protein signalling 7 binding protein PMID: 15897264
TGTCAGTGGT 2 7 1 1 1 (o] 1 (6] 1 1 2 1 Pde4d phosphodiesterase 4D, cAMP specific PMID: 7650752
AGACTTGAGA 1 6 (o] 1 2 (o] (o] (6] (0] [¢] [¢] 0 Cecrb6 cat eye syndrome chromosome region, candidate 6 hom olog (humai unpublished
AGTTTTGTTT (o] 5 (o] 1 1 (] 1 (6] o] (] 2 o] Ar hgap29 Rho GTPase activating protein 29 unpublished
CACACCTATC 1 5 2 3 3 o] (o] (6] [o] (] (] 1 Asphd2 aspartate beta-hydroxylase domain containing 2 unpublished
CGGACTCTGA 0 5 2 1 1 [0] [0] 9] [0] o] 0 0 Neur od2 neurogenic differentiation 2 PMID: 8607837
ccccTcaece 15 52 27 3 6 19 0 O 3 0 0 Slcl7az solute carrier family 17 (sodium-dependent inorgani c PMID: 11502256

phosphate cotransporter), member 7
TAGGCATTTG 19 41 37 36 8 18 4 4 3 4 6 Encil ectodermal-neural cortex 1 PMID: 9566959
AACAAAATTC 25 16 18 24 1 4 3 3 1 18 17 Brunol 4 bruno-like 4, RNA binding protein (Drosophila) PMID: 12438720
AGCTTCTTTT 1 1 8 3 2 4 4 4 1 (0] 0 (] Atrnl 1 attractin like 1 PMID: 14531729
CATCCGTAAG 4 2 8 4 6 5 (o] (o] (6] [o] (o] 2 Ehl 2 four and a half LIM domains 2 PMID: 17151600
GGTTCCCAGC 1 1 8 3 4 5 1 1 3 o 0 P Kcnmb4 potassigm large conductance calcium-activated chann el, PMID: 10804197

- subfamily M, beta member 4 -

TCTTCTAAAG 1 (o] 8 5 2 o 1 (o] (6] [o] 1 [¢] Clqgl 3 Clg-like 3 unpublished
ATAGCCCTTC 2 (0] 7 2 2 2 2 (0] 1 0 (6] (0] 2310046A06Ri k RIKEN cDNA 2310046A06 gene PMID: 17151600
ATGCATTGTC 5 (0] 7 4 1 0 1 0 2 1 (6] (0] Fos FBJ osteosarcoma oncogene unpublished
CATGACTGTC 5 o 7 3 1 (o] 1 (o] (] (0] 1 1 Ttc7b tetratricopeptide repeat domain 7B unpublished
CCCCCCTTTT 2 2 7 5 2 o] 2 (0] o] 0] 1 o] Mef 2c¢ myocyte enhancer factor 2C PMID: 7679508
CCTTCCAGCT 4 3 7 5 3 0 0] 0 0 3 (6] 8 Psne3 proteaseome (prosome, macropain) 28 subunit, 3 unpublished
CGCGGGGCTC 4 o 7 1 2 o] 1 0 1 3 1 2 Ski v2I superkiller viralicidic activity 2-like (S. cerevis iae) unpublished
GACTTTAAGA 2 3 7 2 2 1 0 0 1 1 4 6  Bri3bp Bri3 binding protein unpublished
TCAGTAACGG 2 o 7 1 1 1 (o] (o] 1 (o] 0 1 Ldb2 LIM domain binding 2 unpublished
TGGCCAACGG 2 1 7 2 1 2 1 4 1 1 0 1 Gars glycyl-tRNA synthetase unpublished

hect (homologous to the E6-AP (UBE3A) carboxyl term inus .
TGTGTGGATG 5 107 4 4 5 3 0 4 1 1 0 Herci dom;m mologods AN éomam ()RLD) ol ) unpublished
AGTCTGAGTG 2 0O 6 1 (o] 1 o (o] (6] [o] (] 1 Prkcm protein kinase C, mu unpublished
CAAATCCGCG 1 2 6 2 3 (o] o (o] (6] [o] (] [¢] Islr2 immunoglobulin superfamily containing leucine-rich repeat 2 unpublished
CGCCTGCTCC (6] 0O 6 o (o] (o] (o] (o] (] [o] (] (] Sl c27a4 solute carrier family 27 (fatty acid transporter), member 4 PMID: 17151600
CATCCCCCAA 1 0O 5 1 2 (o] (o] (o] (6] (o] (] [¢] Foxo06 forkhead box O6 PMID: 12857750
TGCTCACGTT 2 1 5 2 5 2 0 0 0 0 0 0 Neur od6 neurogenic differentiation 6 PMID: 9454850
CCAGAGGGGC 1 6 6 10 3 4 6 1 1 1 0 (0] Synpo synaptopodin PMID: 9314539
CTCTATTTTG 7 1 5 9 4 (0] (0] 1 1 (6] 1 0 Egrl early growth response 1 PMID: 8015720
ATGAAGATGC 2 1 4 7 6 (] 2 1 (o] (6] (] 0 Dkkl 1 dickkopf-like 1 PMID: 17151600
CAGGAACTAC 6 5 2 7 1 2 3 1 (0] 1 [¢] 1 Par p6 poly (ADP-ribose) polymerase family, member 6 unpublished
TGTCATTGTG 2 5 1 7 1 2 2 1 0 1 1 2 Hi vepl human immunodeficiency virus type | enhancer bindin g protein 1 PMID: 17151600
ATGTAAGAAA 2 9 7 1 24 6 9 0 0] 1 2 0] 3110035E14Ri k RIKEN cDNA 3110035E14 gene PMID: 17151600
CTTAAAAGTT 7 8 6 4 19 6 3 1 0 1 [0} (0] Kal rn kalirin, RhoGEF kinase PMID: 9285789
CGTAAGGCTA 8 9 12 12 15 4 8 (o] 2 (o] (o] 2 Tnenl78 transmembrane protein 178 unpublished
CTGGGGATGC 2 (o] 2 6 10 1 2 (o] 1 1 7 1 Cor 06 coronin, actin binding protein 6 unpublished
AGTAAAATGT 5 3 1 7 8 0 0 [0} 0 [0} [0} [0} Cacnb4 calcium channel, voltage-dependent, beta 4 subunit PMID: 7609630
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ATCATTCGTG 3 3 2 5 8 1 1 3 1 0 1 6 Pol r 2j polymerase (RNA) Il (DNA directed) polypeptide J unpublished
TTGTTGTGCT 1 4 0 2 5 0 0 1 0 0 0 0 Kcnvl potassium channel, subfamily V, 1 PMID: 8670833 _
ACGTCTTAGC 7 7 9 12 9 31 4 7 1 4 1 3 Adcyl adenylate cyclase 1 PMID: 2001286
TTGTGACAGT 7 20 15 11 16 29 18 (0] 2 1 1 1 St xla syntaxin 1A (brain) PMID: 8361334
GCGGTATATA 2 6 4 2 5 26 7 0 0 3 0 0 Rt n4r reticulon 4 receptor PMID: 12378589
TGCAGAGACC 3 4 2 1 3 24 4 4 1 1 1 3 Cank2nl calcium/calmodulin-dependent protein kinase Il inhi bitor1 PMID: 11182241
TTTGCAAAGA 7 1 4 2 2 16 1 2 4 7 10 2 Kcncl potassium voltage gated channel, Shaw-related subfa mily, memb PMID: 8120636
ACAGAGATAT 1 3 1 4 2 15 1 8 4 1 6] 1 4930505D03Ri k RIKEN cDNA 4930505D03 gene PMID: 17151600
amyloid beta (A4) precursor protein-binding, famil A, .
TCTGAACCCC 3 8 5 7 2 15 1 1 1 12 1 4 Apbazbp e bar 1 bin(ding] ’;rotem p 9 y PMID: 12840043
CGATGGGCCA 3 1 4 5 6 14 (o] 5 1 o] o] (0] 1 gf bp6 insulin-like growth factor binding protein 6 PMID: 1 0686339
TTCGGAACCA 4 8 2 8 4 14 14 5 1 1 1 (] Fmml 1 Formin-like 1 PMID: 12840043
CACCAACATA 1 1 (0] (o] 1 12 7 3 3 (o] ¢} 0 6330527Q06Ri k RIKEN cDNA 6330527006 gene PMID: 17151600
GCATGAGCAG 1 (0] 1 4 1 11 (0] 9 7 1 2 8 0610010K06Ri k RIKEN cDNA 0610010K06 gene unpublished
ACCACCTACC 2 4 1 3 1 8 0 o] 0 5 1 2  Cpne9 copine family member IX unpublished
ATTGTGTTTA 1 2 2 1 2 8 o 1 2 3 o 1 Sl c25a16 sn_)lute carrier far_’nily 25 (mitochondrial carrier, Gr aves PMID: 14651853
= disease autoantigen), member 16
CAGGTGTCTG 4 3 (o] 1 1 8 3 (o] 1 7 (6] 1 Bnpl bone morphogenetic protein 1 unpublished
CAGTCTGCCC 2 2 0 3 1 8 1 0 0 0 1 (0] Kcnj 3 potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 3 PMID: 7702616
AAATCACTGG 1 1 1 5 1 7 1 (o] 2 3 6 0 1110012ML1RI k RIKEN cDNA 1110012M11 gene unpublished
AGGGAATTTA 1 2 1 2 3 7 2 7 (o] 0 1 0 Honmer 1 homer homolog 1 (Drosophila) unpublished
ATCGTGTCGG 1 4 2 4 1 7 0 1 4 0 o] 0 Fr nd6 FERM domain containing 6 unpublished
ATCTGTGTGG 2 1 o] 1 2 7 1 1 7 5 3 1 Endc5 fibronectin type 1ll domain containing 5 unpublished
TGAAGTGACC 4 3 1 2 1 7 3 3 1 1 (6] 1 1810026B0O5Ri k RIKEN cDNA 1810026B05 gene unpublished
AAGGGGTCCA 0] 0 1 2 2 6 0] (0] 6 0] 0] [0} 5830415L20Ri k RIKEN cDNA 5830415L20 gene unpublished
ATTAGAATGT 2 3 [0] 1 [0] 5 [0] 0] [0] 5 0 1 2700023E23Ri k RIKEN cDNA 2700023E23 gene unpublished
ACAAGGGGGT 5 4 4 8 6 25 28 [¢] 4 17 0] [0] Nrnl neuritin 1 unpublished
AAAGAAAACA 2 5 4 4 4 1 23 0 0 0 0 0  Nov nephroblastoma overexpressed gene PMID: 16602821
AGAATTCCCA 2 3 5 5 1 (0] 14 3 0] 7 1 6] 6330403A02Ri k RIKEN cDNA 6330403A02 gene PMID: 17151600
CCTTGTTCTT 1 6] 1 2 2 2 11 4 3 0 0 0 Brunol 5 bruno-like 5, RNA binding protein (Drosophila) unpub lished
TCTAAGCTGC 2 (0] (0] 1 1 1 9 (0] 4 (0] (0] 2 Mar cksl 1 MARCKS-like 1 PMID: 1864362
AAATAAACCA 2 0] 1 0 0] 1 7 1 0] 1 1 6] Hpcal 1 hippocalcin-like 1 PMID: 16602821
CATAAACATC 0 3 2 4 2 0 7 0] 0] 0] 0] 0  ©B30035N08Ri k RIKEN cDNA C630035N08 gene unpublished
CTTTCTCTTT 1 2 2 5 1 0 7 2 2 1 0 1 Gin2b glutamate receptor, ionotropic, NMDA2B (epsilon 2) u npublished
ACAGTCCTAG 34 21 12 17 39 75 19 194 71 151 20 11 Pcp4 Purkinje cell protein 4 PMID: 16457591
AATAAAGAAG 24 15 9 8 10 13 34 153 64 38 13 6 Pdelb phosphodiesterase 1B, Ca2+-calmodulin dependent PMID - 1332068
TGCTGAAAGA 16 6 2 1 1 4 7 122 81 1 (o] 6 Penk1 preproenkephalin 1 PMID: 6190182
GAATGCCATT 11 4 0 3 8 16 0o 91 23 8 10 2  Scn4b sodium channel, type IV, beta PMID: 12840043
TCAGACCCAC 10 6 6 7 4 8 10 67 40 (0] 1 1 Arpp21 cyclic AMP-regulated phosphoprotein, 21 PMID: 194091 3
CCAGTGGAGA 1 0 1 1 1 2 1 53 14 4 0 0 Gprss G-protein coupled receptor 88 PMID: 11056049
GCATGGTACA 1 3 2 5 3 16 4 38 16 7 2 2 Sh2d5 SH2 domain containing 5 PMID: 17151600
TCTCACAAAA (0] (o] (6] (0] (6] 1 1 36 22 1 (0] (6] Tacl tachykinin 1 PMID: 2477403
ATGTTACATA 4 2 (0] 2 3 2 1 35 7 1 1 2 Rasd2 RASD family, member 2 PMID: 8046460
TGGCAGGGCA 6 0] 2 3 2 11 7 35 14 4 1 0] Tesc tescalcin PMID: 12840043
AAGACCATAG 3 2 4 1 1 4 1 28 6 3 6] 3 Adcy5 adenylate cyclase 5 PMID: 8015383
AGAATCTTCA 1 0 0 1 1 7 o 28 4 0 0 O sSt8sia3 ST8 alpha-N-acetyl-neuraminide alpha-2,8-sialyltran sferase 3 PMID: 12840043
TCCTCCTTCC 8 2 1 1 1 0 o 27 11 0 2 1 Ppplrilb protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subun it 1B PMID: 1533862
AAGAACCTGG 5 0 0 0 0 2 0 26 4 0 1 1 TrmenbOa transmembrane protein 90a PMID: 16359841
TTGGAATCAT 5 0 1 1 3 4 1 24 4 3 4 6  Spock3 sparc/osteonectin, cwcv and kazal-like domains prot eoglycan 3 PMID: 12840043
AAAATGGAAA 2 0 0 1 0 2 1 22 10 0 0 0 Rgs9 regulator of G-protein signaling 9 PMID: 9556034
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AGGTGGTAGA 0 6] 6] 0] 0] 2 0 18 5 0] 0 6 Drd2 dopamine receptor 2 PMID: 1833662
CGTGAAGAGG 1 1 1 1 0 0 1 17 4 4 1 1 Rasgrp2 RAS, guanyl releasing protein 2 PMID: 9789079
TCCGTGAATT 4 4 5 3 1 1 2 17 13 0 2 2  Gng7 guanine nucleotide binding protein (G protein), gam ma 7 subun PMID: 7807587
CACGAGTTCA 1 2 5 3 0 2 5 16 4 3 0 1 Rasgef 1a RasGEF domain family, member 1A unpublished
CTCAGTGGAT 2 [¢] 1 1 1 1 2 16 6 6] 3 1 Pdel0a phosphodiesterase 10A PMID: 10583409
ATTAAATGTA 2 1 5 5 2 0 3 15 1 3 6 2 AVW49604 expressed sequence AW049604 PMID: 15028294
AGGCGATGCT 3 3 1 5 3 2 2 14 1 4 1 1 Socs5 suppressor of cytokine signaling 5 unpublished
TATTGGTCGG 1 1 4 2 1 4 0o 12 2 6] 0 1 Bcl 11b B-cell leukemia/lymphoma 11B PMID: 15465497
AAAGCCTACT (6] (0] (0] 1 o] 2 [¢] 11 5 (o] 1 0 Pde7b phosphodiesterase 7B PMID: 11772393
CAAGCAATAA 2 (0] (6] (6] o] (] (] 11 4 (o] 1 0 G105 gene model 705, (NCBI) PMID: 16405510
AAGCTTGGCT 2 [¢] [¢] 2 [¢] 1 0 10 9 3 6] [¢] BC072620 cDNA sequence BC072620 unpublished
ACAAGCTCAA 3 1 4 1 2 5 0 10 8 1 1 0 Rab40b Rab40b, member RAS oncogene family unpublished
ACCTGAACCT (o] 2 0 1 0 0 0 10 6 (o] (o] 0 Rxrg retinoid X receptor gamma PMID: 10051741
AGGCTGTCTG 1 1 0 1 1 2 1 10 2 1 2 1 Slc4lal solute carrier family 41, member 1 PMID: 17151600
ATCCAAGCTG (o] 0 0 (o] 0 0 0 10 8 o] 3 1 Pbx3 pre B-cell leukemia transcription factor 3 PMID: 171 51600
AAGCCACGCT 2 0 0 1 0 0 0 9 1 3 3 2 Dock10 dedicator of cytokinesis 10 unpublished
ACGGTCACTT 2 1 1 2 1 5 1 9 4 1 2 0 Clgbp complement component 1, g subcomponent binding prot ein unpublished
AGTGGCTAAA 2 0 1 1 2 5 2 9 3 0 0 1 Ric8b resistance to inhibitors of cholinesterase 8 homolo g B (C. elec PMID: 15829631
ATATTCAGTG 2 0 0 3 1 8 1 9 4 0 0 0 Tbl 1x transducin (beta)-like 1 X-linked unpublished
ATGGAATTGG 1 1 1 (o] 1 4 o 9 3 3 2 1 Gpris5 G protein-coupled receptor 155 PMID: 17151600
CAGTTTTCTA 4 2 0 (o] 0 1 1 9 6 (o] (o] 2  Uncl3c unc-13 homolog C (C. elegans) PMID: 11150314
CATGGTGAGG 2 2 (] 1 2 2 o 9 4 (6] 0 1 0610010D24Ri k RIKEN cDNA 0610010D24 gene PMID: 17151600
TGAGACTGTC 1 1 1 3 5 4 19 2 0 1 0  Dgkb diacylglycerol kinase, beta PMID: 7689223
TTCATCTTTG 2 0 0 1 1 5 0 9 3 1 2 1 Hepacam hepatocyte cell adhesion molecule unpublished
TTGGACTTTA 0 2 0 1 0 1 3 9 8 1 1 1 Akapil A kinase (PRKA) anchor protein 1 unpublished
ACCTGACTCC 3 5 1 2 1 4 1 8 1 0 1 0O  Snpd3 sphingomyelin phosphodiesterase 3, neutral PMID: 171 51600
ACTGAATAAT 1 0 1 0 0 0 3 8 3 0 0 0 Gnb glutamate receptor, metabotropic 5 PMID: 1320017
ATGTAAGAAT 1 0 1 2 1 1 (0] 8 1 3 0 2 Net 02 neuropilin (NRP) and tolloid (TLL)-like 2 PMID: 1660 2821
ATTAGTTTGG (] o (o] 1 1 1 1 8 8 (6] (6] 0 Mtpl multiple C2 domains, transmembrane 1 unpublished
ATTTGGTTTA 1 (6] (] (6] 1 1 (6] 8 4 1 (6] 0 Ddx6 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 6 unpublished
CTGGGAAGGA 0 1 0 1 1 4 1 8 1 0 1 0  Zc3hilla zinc finger CCCH type containing 11A unpublished
GGGAAGTACG 2 0 0 2 0 1 1 8 2 0 5 3 Assl argininosuccinate synthetase 1 PMID: 10407171
TGAGACTTTG 1 (0] (0] 1 1 5 (] 8 5 (6] 0 1 Dcl k3 doublecortin-like kinase 3 PMID: 17151600
TGCCTGTCGG 0 (0] 1 1 0 6 1 8 6 3 0 0 Mat5b mannoside acetylglucosaminyltransferase 5, isoenzym eB unpublished
AAAATCAAGA 3 3 1 2 2 0 0 7 4 1 1 0O Tle4 transducin-like enhancer of split 4, homolog of Dro sophila E(s| PMID: 16602821
ACAATAAATA 0 3 0 1 0 2 3 7 2 0 0 3  Usp45 ubiquitin specific petidase 45 unpublished
ACCGCCTGCA 1 1 1 3 2 0 2 7 4 0 1 5 Upf1l UPF1 regulator of nonsense transcripts homolog (yea st) unpublished
ACGGAGCTGG o] 1 4 1 1 4 1 7 6 (o] 0 2  Tnepai transmembrane, prostate androgen induced RNA PMID: 1 7151600
ACGTAACTCA 1 1 1 3 1 5 2 7 4 3 1 0 Rab35 RAB35, member RAS oncogene family unpublished
ACTATGGTAT 2 1 0 0 0 1 2 7 0 1 1 O Hs6st2 heparan sulfate 6-O-sulfotransferase 2 unpublished

AGAACAGGGT 1 1 (o] 2 3 2 3 7 6 (o] 1 1 Rhobtb2 Rho-related BTB domain containing 2 unpublished
AGAGAGTGTC 0 0 0 3 0 0 1 7 4 3 1 1 Carhspl calcium regulated heat stable protein 1 unpublished

AGGAATGACA 0 0 0 1 0 0 o 7 4 o] (o] 0O DI x6 distal-less homeobox 6 PMID: 14586460
AGGAGTACCA 2 0 0 2 1 1 3 7 1 1 2 1 Mod2 methyl-CpG binding domain protein 2 unpublished
AGGCAGCAGG 0 0 4 1 2 2 1 7 3 1 0 2 Psph phosphoserine phosphatase unpublished
ATATGCCCCA 3 (] 1 3 3 1 (6] 7 3 (6] 2 0 G313 gene model 1313, (NCBI) unpublished
ATCAGAATTA 1 2 0 1 2 1 (o] 7 1 7 0 1 Epha4 Eph receptor A4 PMID: 7609620
ATGCTTTATG 1 1 1 2 3 1 4 7 4 5 1 1 Efcbpl EF hand calcium binding protein 1 unpublished
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CAACCCGTTA 0 0 0 0 0 0 1 7 4 0 0 O Drdla dopamine receptor D1A PMID: 2168556
CAGTTCCTGA 1 3 0 1 2 0 0 7 3 0 0 0 Adra2c adrenergic receptor, alpha 2c PMID: 8843087
CCAGGAGAGT (6] (0] 1 1 1 (o] 1 7 2 1 0 1 Strn striatin, calmodulin binding protein PMID: 8769426
CTAACAACAC 1 (0] (0] 1 6] (] (] 7 1 4 6] (0] Nexn nexilin unpublished
GCATCATACT 1 0 0 1 2 1 0 7 0 0 0 0 9430020K01Ri k RIKEN cDNA 9430020K01 gene PMID: 17151600
GGGACAGCAT 1 5 1 5 1 0 o 7 1 1 4 3 Clgb complement component 1, g subcomponent, beta polype ptide unpublished
TCGAGGTCCA 0 0 0 0 0 0 o 7 2 1 0 0 sSp9 trans-acting transcription factor 9 unpublished
TCGCTGCCTA 4 1 0 1 0 2 0 7 2 3 1 O Pib5pa phosphatidylinositol (4,5) bisphosphate 5-phosphata se, A unpublished
TCTTTCCTTT 2 0 1 3 2 0 4 7 5 0 1 0O Sezé6 seizure related gene 6 PMID: 9073173
TTATGCCACT 2 (o] 1 2 2 2 1 7 4 1 1 0 Tcebl transcription elongation factor B (Slll), polypepti de 1 unpublished
TTATGGTGGG 2 1 1 1 1 4 2 7 2 0 0 1 Plxna2 plexin A2 unpublished
TTATGTTTTA 3 1 6] 2 2 1 6 7 0] 6] 2 0 Rel n reelin PMID: 17151600
TTCAAATATT 1 1 0 3 0 0 1 7 3 0 0 0 1d4 inhibitor of DNA binding 4 PMID: 16443197
TTTATGGTTA 2 1 0 2 1 4 0 7 2 1 0 1 AdanR3 a disintegrin and metallopeptidase domain 23 PMID: 1 1242070
TTTCTACTCG 2 2 0 2 1 0 0 7 2 0 0 O Lrrk2 leucine-rich repeat kinase 2 PMID: 16504409
ACTGTGGCGT 0 0 1 1 1 1 0 5 0 0 0 0 Papd4 PAP associated domain containing 4 unpublished
AGGTGGAAAA 1 0 0 1 0 4 0 5 0 3 1 0 ADP-ribosylation factor guanine nucleotide-exchange factor

Ar f gef 2 2 (brefeldin A-inhibited) unpublished
ATAGGTTTTT (o] o] 1 o] 2 1 6] 5 o] 1 6] 0 srds5a2l steroid 5 alpha-reductase 2-like unpublished
ATTTGTGTAT 2 1 0 0 0 0 1 5 2 4 0 0 1pola importin 11 unpublished
CAGGGCTTAA 1 0 1 0 0 0 0 5 3 0 0 0 2010001 MD6RI k RIKEN cDNA 2010001M06 gene unpublished
CTGCTGTGAC 2 0 0 1 0 0 0 5 1 0 1 0 Adora2a adenosine A2a receptor PMID: 2168785
GAAGACAAAA (o] 0 0 0 0 0 0 &5 0 0 0 0 Dachi dachshund 1 (Drosophila) PMID: 17151600
GCTCATCCCA o 0 0 0 0 0 1 5 4 1 1 1 Pik3c2a phosphatidylinositol 3-kinase, C2 domain containing , alpha poly unpublished
TATCTCAAAG 2 0 0 1 0 0 0 5 1 0 1 1 Tgfa transforming growth factor alpha PMID: 2455024
TTGCAACAAA 2 0 0 1 0 0 1 5 1 0 0 1 AA474455 expressed sequence AA474455 unpublished
TTTTGAATGT 1 0 1 1 2 0 0 5 2 0 0 0 Pcgf5s polycomb group ring finger 5 unpublished
TTACTAGTCT 10 5 19 16 3 4 22 26 45 (0] (0] 1 Crym crystallin, mu PMID: 12840043
CAAGCCAGCT 2 5 7 4 2 (0] 2 11 22 ] (o] 0 Col 6al procollagen, type VI, alpha 1 PMID: 17151600
TCTTCTGAGT 2 2 2 5 2 1 5 9 15 0 1 0 Ws1 Wolfram syndrome 1 homolog (human) PMID: 11181571
TGATTGGGCA 0 0 0 0 (o] 2 3 0o 13 0 0 0 Lypdl Ly6/Plaur domain containing 1 unpublished
TAAAGGTGAG 2 0 1 3 1 1 6 1 10 1 1 4  \Wir40b WD repeat domain 40B unpublished
AAATACCTCA 2 0 1 2 1 0 0 3 9 0 2 3 Peglo paternally expressed 10 unpublished
ACGTGTACTA 2 0 0 1 1 1 2 5 9 1 4 2 Centb2 centaurin, beta 2 unpublished
ATTTAGCCAC 2 o] 6] 3 1 (0] 1 7 9 (0] 3 1 1110018&07Ri k RIKEN cDNA 1110018G07 gene PMID: 17151600
TTGGGAGACA (o] 1 2 1 2 1 2 [¢] 9 (o] 0 1 ESTs ( CK383136) unpublished
ATGTTTCATA 1 1 (] 2 1 4 4 7 8 (] 2 1 Ccdc9l coiled-coil domain containing 91 unpublished
TTGAGCATGA 1 0 0 1 0 0 1 0 8 0 0 1 Nt s neurotensin PMID: 15193419
AAGGTCACAC 4 (6] (6] 1 2 2 (o] [¢] 7 (] 4 7 B630019KO6Ri k RIKEN cDNA B630019K06 gene unpublished
GCTACATGGC 1 3 (6] 2 1 5 1 (6] 7 (] (] 3 Ssis8l1 synovial sarcoma translocation gene on chromosome 1 8-like 1 unpublished
TGCCCGGGTA 2 0] 2 1 o] (] (] 1 7 1 2 7 Bai ap3 BAll-associated protein 3 unpublished
CAGCGTGCCT 1 0 0 0 0 0 [0} 4 6 0 0 0 Gpr 6 G protein-coupled receptor 6 PMID: 8082799
TTCCATGTCA 1 0 0 1 1 0 1 2 6 0 0 0 Set dbl SET domain, bifurcated 1 unpublished
TACAACCCAT (] 1 1 (] 1 1 2 (6] 5 (] (] 0 Jph4 junctophilin 4 PMID: 14559359
TCCAGGGTGG 0 2 0 1 0 0 0 1 5 1 1 0 Mat?2 mannoside acetylglucosaminyltransferase 2 unpublishe d
ACCAAGGAAT 2 0 0 2 0 1 1 0 0 48 2 0 Pr kcd protein kinase C, delta PMID: 1477958
CGGTAGCCTA 5 4 4 3 2 2 0 1 3 31 4 6 Pl cb4 phospholipase C, beta 4 PMID: 9753089
AATATAAAAG 4 1 2 2 3 1 2 (] 1 21 (o] 0 Ptpn3 protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 3 PM _ ID: 7644504
AACGCCTACA 3 2 1 2 2 2 3 3 1 18 1 4 Kndcl kinase non-catalytic C-lobe domain (KIND) containin gl unpublished
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CTATAGACCT 7 1 (o] 1 1 (] 3 9 (] 16 5 0 Rgs8 regulator of G-protein signaling 8 PMID: 9315921
TATGTTTCTT 1 2 1 1 1 1 7 11 2 16 (0] 1 Shank3 SH3/ankyrin domain gene 3 PMID: 15121189
AGTAGCATTA 1 0 0 0 0 0 0 0 0 13 0 0 Tcf 712 transcription factor 7-like 2, T-cell specific, HMG -box PMID: 17151600
TAGGCAGAAG 4 (6] 1 [¢] (6] 0 0 (6] 1 13 (o] 0 Zicl zinc finger protein of the cerebellum 1 PMID: 793134 5
CTATTCTTAG (o] 1 1 1 2 1 3 [¢] 1 10 (o] 0 Pepd peptidase D unpublished
GACAGGTGAC 1 2 (] (] 1 4 4 9 3 10 o 0 Tpd5211 tumor protein D52-like 1 PMID: 17151600
TGCTTTCCCT 2 1 (6] 1 1 5 1 2 4 10 (o] 1 Bzwl basic leucine zipper and W2 domains 1 unpublished
TGTCACGATT (6] o] o] 2 1 (] [¢] 1 (o] 10 (o] 0 Ramp3 receptor (calcitonin) activity modifying protein 3 MID: 11532336
AAAGGAAAAC 2 6 1 2 1 (6] 3 (o] 1 9 (o] 0O Hnrpa3 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3 unpublish ed
ACTGTTTTTC 1 [¢] (] 1 (] 1 (6] 1 (6] 9 (o] 0 Rgsil6 regulator of G-protein signaling 16 PMID: 11295237
AGGCAGAATA 1 1 5 1 1 6 4 7 7 9 1 0O Polr3h polymerase (RNA) Il (DNA directed) polypeptide H un published
TATGTATCCT 1 (6] (] 1 1 (o] 3 1 (6] 9 (6] 1 Nt ngl netrin G1 PMID: 10964959
TCTGTGGGGT 1 (o} 1 1 1 2 3 7 4 9 1 2 6430598A04Ri k RIKEN cDNA 6430598A04 gene unpublished
AATGTGCTCT 0 (0] 0 [0} 1 0 0 0 0 8 0 0 Tnnt 1 troponin T1, skeletal, slow PMID: 17151600
AGTCAGTGAC 2 0 0 2 1 1 2 o] 2 8 2 0 Mpl50 mitochondrial ribosomal protein L50 unpublished
ATTTCTCCTG 2 3 1 1 3 4 1 0 1 8 0 2 Adralb adrenergic receptor, alpha 1b PMID: 8278048
CACCTGCTTA 2 1 1 1 1 4 5 (0] 4 8 1 1 UKk4 unc-51-like kinase 4 (C. elegans) unpublished
CATCACAAGG 0 3 0 2 1 2 1 0 1 8 1 1 Cregl cellular repressor of E1A-stimulated genes 1 PMID: 1 7151600
CCAAGGGGCA 1 0 1 0 ¢} 0 0 ¢} 0O 8 0 0 Shox2 short stature homeobox 2 PMID: 9371788
CTGCCTTGTA 2 1 1 2 1 0 3 (o] 0 8 2 1 Zdhhc22 zinc finger, DHHC-type containing 22 PMID: 17151600
CTGGCTGATG 3 2 0 2 1 1 3 1 1 8 1 1 1tgb4dbp integrin beta 4 binding protein unpublished
TCAGAGGGAA 0 2 0 o] 2 1 2 1 4 8 2 0 Tnenk5 transmembrane protein 25 unpublished
TGAGGAGGAG 3 3 1 1 2 1 1 1 1 8 2 2 Car9 Ctr9, Paf1l/RNA polymerase Il complex component, hom olog (S. cer unpublished
TGGCCAATAC (o] (o] 0 0 (o] 0 0 o] 0 8 (o] 1 Vash2 vasohibin 2 unpublished
TGTACAGATG 2 2 1 (o] (o] (6] (o] (o] 1 8 1 5 Amotl1l angiomotin-like 1 PMID: 17151600
TGTCCGCCTG 2 0 1 1 1 0 0 1 1 8 1 1 Slc29al solute carrier family 29 (nucleoside transporters), member 1 PMID: 15287894
TTGAGTGGCA 2 2 4 1 4 (0] 1 7 0 8 1 1 LrrtnP leucine rich repeat transmembrane neuronal 2 PMID: 1 2676565
transient receptor potential cation channel, subfam ily C,
AACAGCTCGC 0 2 0 1 1 4 2 4 3 7 1 0 Trpcdap member 4 associated protein unpublished
AAGAAGAGTC 1 0 1 2 1 (o] 1 0 1 7 3 2 Tipin timeless interacting protein PMID: 12875843
AGATAAAATA 3 2 1 5 3 1 3 1 1 7 (0] 1 Fbxo33 F-box protein 33 unpublished
AGCGTTTACA 1 1 1 0 1 4 2 5 4 7 0 2 ¢Cld cylindromatosis (turban tumor syndrome) unpublished
ATAATTAGCT 0 0 0 (0] 0 0 0 3 2 7 0 0 Cpox coproporphyrinogen oxidase unpublished
ATGACAAGAT 1 0 0 0 1 4 2 4 3 7 0 1 Psnb2 proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type 2 unpublished
ATGTATAGAT 1 1 2 1 2 (o] 2 0 1 7 3 3 Pex14 peroxisomal biogenesis factor 14 unpublished
CAAAGTGTTA 2 1 1 1 1 0 4 1 4 7 2 2 Ubadcl ubiquitin associated domain containing 1 unpublished
CCTGGTCCTT 2 2 1 2 1 1 1 o] 1 7 1 5 Yifla Yipl interacting factor homolog A (S. cerevisiae) un published
CGTAAAGAGG (] 4 5 (6] 4 1 2 1 2 7 (o] 1 Monla MON1 homolog A (yeast) unpublished
TAAAAGACCT 2 (o] (o] 3 3 (] 1 (6] 0 7 3 0 Fahdil fumarylacetoacetate hydrolase domain containing 1 un published
TACCCTGGGT 2 1 1 1 2 1 (o] 2 1 7 3 1 Unkl unkempt-like (Drosophila) unpublished
TACCTCTCCA 2 1 o] 2 1 1 1 (6] [¢] 7 3 3 Tnemdla transmembrane protein 41a PMID: 17151600
TGATAAAATA 1 (] 1 1 (] 1 2 3 (6] 7 2 1 Kpnbl karyopherin (importin) beta 1 unpublished
TGGGAAAGCA 3 1 2 1 1 2 3 (6] (0] 7 1 3 Rgs3 regulator of G-protein signaling 3 PMID: 9315921
TGTCCATATT 2 1 2 3 2 (o] 1 [¢] 1 7 (o] O Lrrtnl leucine rich repeat transmembrane neuronal 1 PMID: 1 2676565
TGTCTCGGGA 2 o] 1 1 1 o] [o] o] 1 7 4 0 Dbnddi dysbindin (dystrobrevin binding protein 1) domain c ontaining 1 PMID: 17151600
TGTTGTGACA (6] 2 1 1 2 2 (] o 2 7 (o] 1  Stx12 syntaxin 12 unpublished
AAAGGACTCC 4 (o] (o] 1 1 4 (0] (o] (o] 5 2 0 Pvalb parvalbumin PMID: 2744122
AAATTCTGGG 0 0 0 0 0 0 0 (0] 0 5 0 0 G18B04 gene model 804, (NCBI) PMID: 17151600
AGCAAAAAGT (6] (] [¢] 1 1 (6] (6] 1 (] 5 (o] O Lrrc? leucine rich repeat containing 7 unpublished
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Tag count

Tag sequence B 5 P Cg o S Ent CPu AcE Th SN VTA Gene symbol Gene name Reference
ATGTCTGCTT (o] 3 0 1 0] o] 1 1 4 5 (o] 0 St xbp3a syntaxin binding protein 3A unpublished
ATTGATGATA 2 0 0 0 1 (0] (0] 0 0 5 4 2 Lhfpl3 lipoma HMGIC fusion partner-like 3 unpublished
CACCAGGATG 1 1 (6] 1 1 (] 0 2 (0] 5 o 0 Cdc3711 cell division cycle 37 homolog (S. cerevisiae)-like 1 unpublished
CTCAGGGACC 1 0 0 1 1 0 1 0 0O 5 1 0 1300010MI3Ri k RIKEN cDNA 1300010M03 gene unpublished
GGTGTCCTTC 0 2 0 0 1 0] 3 1 3 5 0] 0 Mx MAX-like protein X unpublished
GTGGTTTTTG 0 0 (0] 0 0 0 0 0 0 5 0] O Slitrk6 SLIT and NTRK-like family, member 6 PMID: 14643680
TCATTAATGC 4 0 0 3 2 0 ] 0 0 5 5 0 Fnbpl formin binding protein 1 unpublished
TCACAGGCTG 38 11 12 5 5 9 7 14 53 53 105 38 Sparc secreted acidic cysteine rich glycoprotein PMID: 7968348
CTGTTCCAAA 23 8 8 10 15 0 1 2 0 0] 57 32 Pl ekhbl pleckstrin homology domain containing, family B (ev ectins) men unpublished
ATTTTTATAA 20 5 6 10 5 1 1 5 4 12 43 27 ddniil claudin 11 unpublished
CTGCTAGCGC 6 9 7 6 3 1 1 0 3 1 22 15 CO30019F02Ri k RIKEN cDNA C030019F02 gene unpublished
AAATAAACAT 4 3 1 1 1 1 2 0 0 7 13 3  Agp4 aquaporin 4 PMID: 10613514
GAGAAAAGCC 2 (o} 0 1 1 1 0 0 1 3 10 2 GBpdx glucose-6-phosphate dehydrogenase X-linked unpublished
CATGTTCGCC 3 2 0 1 1 0 0 0 0 1 9 9 Ttyh2 tweety homolog 2 (Drosophila) unpublished
GACGGATGCT 4 o o 1 2 (] (o] 1 (0] 3 9 8 Ppplrlda protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subun it 14A unpublished
TCAGTTCTTT 3 1 (o] 1 1 4 1 1 o] 0 9 4 Psd2 pleckstrin and Sec7 domain containing 2 unpublished
TGTGTGGGAC 4 2 1 2 3 0 0 0 0 1 9 2  Luzpil leucine zipper protein 1 unpublished
AATACAAATA 2 [¢] 1 2 2 (o] 1 (o] (6] 3 8 5 Gabrbil gamma-aminobutyric acid (GABA-A) receptor, subunit beta 1 PMID: 15030384
CAAAGTCTGA 2 (o] 0 1 2 (6] (6] 1 (6] 3 8 4 Evi2a ecotropic viral integration site 2a unpublished

CATGGATTAG 1 2 0 1 1 0 0 2 1 1 8 3 Tnment3a transmembrane protein 63a unpublished
GACTTCCCAA 5 1 2 3 1 1 0 0 0 (o} 8 6 Toml target of myb1l homolog (chicken) PMID: 10329004
GAGGTTTGGC [¢] o] o (] (6] (o] (o] 2 3 (6] 8 0 Six3 sine oculis-related homeobox 3 homolog (Drosophila) PMID: 15973738
GGCTCCCTCG 2 0 4 3 4 1 0 1 1 0O 8 3 lvd isovaleryl coenzyme A dehydrogenase unpublished
AAGAGAGAGA 1 3 5 3 5 1 0 3 1 0 7 0 E330009J07Ri k RIKEN cDNA E330009J07 gene unpublished
ACTGGGAAAC 2 (6] 1 (o] (6] 1 o] [¢] o 4 7 1 Lrigl leucine-rich repeats and immunoglobulin-like domain sl unpublished
AGCAGTCCGC 2 1 4 2 2 2 0 1 0 1 7 1 B130050l 23Ri k RIKEN cDNA B130050123 gene unpublished
AGGGCCGCAG 1 1 1 2 2 1 2 1 4 o 7 6 BC036313 cDNA sequence BC036313 unpublished
ATGGCCTGCG 3 1 2 2 1 1 (o] 1 (o] 0 7 6 Shd src homology 2 domain-containing transforming prote in D unpublished
CTGAGTGAGT 2 1 5 2 1 1 1 2 0 1 7 2 Pias4 protein inhibitor of activated STAT 4 PMID: 14559918
GTATCACCCT 1 0 1 1 (0] 0 0 0 0 0 7 3 A930038C07Ri k RIKEN cDNA A930038CO07 gene PMID: 17151600
TCCCCACCAC 1 2 1 1 2 0 0 2 0 0 7 3 Mab21l1 mab-21-like 1 (C. elegans) unpublished
TTGTTCCATC 2 0 0] 2 1 0 0 0] 0 ] 7 4 Paqr6 progestin and adipoQ receptor family member VI unpublished
AAACCTACCA 2 0 0 1 0 0 0 0 1 0 28 174 Th tyrosine hydroxylase PMID: 1348741
TGGTGCGTGT 10 16 23 26 8 6 11 9 24 16 9 131 p43 growth associated protein 43 PMID: 1672151
TTGAATGTGC 0 (o] o] (o] 0 0 (o] (o] 1 3 73 121 Sl cé6a3 solute carrier family 6 (neurotransmitter transport er, dopamir PMID: 1765147
AGCAAAGGCA 1 (o] (o] (o] 0 (o] 0 0] 1 (o] 16 76 Slcl8a2 solute carrier family 18 (vesicular monoamine), mem ber 2 PMID: 1438304
CCTTTCTCCG 8 8 8 11 10 4 4 4 4 10 14 70 Respls8 regulated endocrine-specific protein 18 PMID: 9053801
TAAGCAGCGT 0 0 0 (0] 0 (0] 0 0 3 0 20 54 Dki delta-like 1 homolog (Drosophila) PMID: 11742219
ACCAATCAGA 4 0 0 1 1 0 0 (o] 1 1 20 44 sSncg synuclein, gamma PMID: 9737786
AAGAGAGCAA 4 2 0 (o] 1 5 (o] 3 1 7 18 31 Aldhlal aldehyde dehydrogenase family 1, subfamily A1 PMID: 11744377
CTGTCTCTGG 13 1 2 4 1 1 2 2 4 7 18 30 Nrsn2 neurensin 2 unpublished
AGTGACATGT 17 11 4 9 7 4 4 10 4 0 0 29 Cal bl calbindin-28K PMID: 8176753
AAAAGTTGAA 2 (0] (0] 0 0 0 0 0 0 0 16 26 Ddc dopa decarboxylase PMID: 7904615
TATTTAAGAA (o] 0 0 0 0 0 0 0 0 1 10 26 Ret ret proto-oncogen PMID: 8657281
TGCCTGCCGC 7 3 6 2 4 0 1 0 2 3 12 22 A230069A22Ri k RIKEN cDNA A230069A22 gene unpublished
CTACAATCTG (6] o] o] (6] (6] (] (] (6] 2 4 15 17 Agt angiotensinogen (serpin peptidase inhibitor, clade A, member PMID: 3710560
TAGCTGTCTT 8 0 0 1 0 1 0 1 1 10 2 16 Cal b2 calbindin 2 PMID: 2515762
TGCCACCAAG 7 3 7 2 2 2 0 1 4 1 5 14 2700055KO7Ri k RIKEN cDNA 2700055K07 gene PMID: 17151600
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Tag sequence

Tag count

Gene symbol

Gene name

Reference

Br PrL  Cg S Ent CPu Acb Th SN VTA
TAGTATCTAT 0 0 0 0 0 0 o] 0 (0} 0 3 13 Slcloa4d solute carrier family 10 (sodium/bile acid cotransp orter family, PMID: 17151600
AGGTAGTAGA 0 0 0 0 0 0 0 0 (0] (0] 3 12 cChrna6 cholinergic receptor, nicotinic, alpha polypeptide 6 PMID: 8950106
AACTAGCCAA 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 11 Ebf3 early B-cell factor 3 PMID: 17151600
GCCACCACCG 2 0 0 0 1 0 0 0 1 0 2 10 AI646023 expressed sequence Al646023 unpublished
hydroxyacyl-Coenzyme A dehydrogenase/3-ketoacyl-Coe nzyme A
TCTTCAGCAC 5 1 1 3 2 1 1 0 4 1 3 10 Hadhb thiolase/enoyl-Coenzyme A hydratase (trifunctional unpublished
protein), beta subunit
TTTGCTCAGC 4 1 1 2 2 [¢] 6] 1 2 (6] 3 10 Ache acetylcholinesterase PMID: 7971986
AGTAGACTGG 1 1 0] 4 o] 6] 1 (6] 1 1 3 9 Eroll ERO1-like (S. cerevisiae) unpublished
ATGGTGGTGG 2 [¢] 6 2 1 0] 1 1 6 o] o] 9 Cdhi13 cadherin 13 PMID: 17151600
GTGGCCTCGG 3 1 0 1 1 1 (0] 2 4 1 1 9 GCkapl G kinase anchoring protein 1 unpublished
TTAGTTGTTT 0 0 0 0 0 0 1 1 0 3 6 9 Chrna4 cholinergic receptor, nicotinic, alpha polypeptide 4 PMID: 2754038
ACCCAAGAGG 0 1 (0] (6] 1 0] (6] 1 [¢] [¢] 2 8 Ntsril neurotensin receptor 1 PMID: 1705671
CCTGGCTTTG 1 1 2 1 0 1 1 0 0] (0] 4 8 Nrda2 nuclear receptor subfamily 4, group A, member 2 PMID : 8883941
TGGTGCCCTG 2 2 0 1 1 1 0 (0] 0 0 1 8 Csk c-src tyrosine kinase PMID: 17151600
TTTTGGAACT (6] 1 o] [¢] 1 o] (] 1 [¢] (0] (6] 8 G&chi GTP cyclohydrolase 1 PMID: 8103077
ATAGCTTCCT 6 1 1 2 3 0 0 (0] 1 0 4 7 Slc44al Solute carrier family 44, member 1 unpublished
CAGTTTCTGA 3 5 1 6 5 0 1 (0] 2 1 1 7 N6éant 2 N-6 adenine-specific DNA methyltransferase 2 (putat ive) unpublished
1-acylglycerol-3-phosphate O-acyltransferase 4
CCCATGGAGG 5 1 1 1 2 0 1 0 0 4 5 7 Agpat4 (Iyso);ﬁgsphatidicr;)aci(facyltransfgrase, delta) PMID: 17151600
CCTACCGCCA 3 2 4 3 2 0 1 0 0 0 0 7 BC010787 cDNA sequence BC010787 unpublished
CCTGCCCATG 3 0 (0] 1 1 0 0 0 4 0 3 7 Gnb8 gene model 98, (NCBI) unpublished
CTGTCAGGAG 7 2 2 2 1 1 o] o] o] (0] 4 7 2310022BO5Ri k RIKEN cDNA 2310022B05 gene unpublished
TACAGCCAGC 2 0 5 1 1 0 0 0 1 0 3 7 As3nt arsenic (+3 oxidation state) methyltransferase unpublished
TGCTGTCGTC 2 1 1 3 1 0 0 0 (0] 0 1 7 Kcnk9 potassium channel, subfamily K, member 9 PMID: 11567 039
TGGGTACACC 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 3 7 Ntnl netrin 1 PMID: 9143559
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Table S3. Expression levels of region-enriched tracripts in wild-type mouse brain assessed by reahte quantitative RT-PCR

Expression lewvel (%)

Fene symbol Genes name
WE © PrL g M 3 Ent Cpu Ackh Th SN WTA Hip ch
Mark2 MAP/microtubule affinity-regulating kinase Z 47 100 43 g1 83 43 * 13 + 15 58 +* 43 31
Stacd $H3 and cysteine rich domain 2 35 100 g7 o+ 137 108 0+ a *+ 10 46 1 7
Dia2 deindinase, iodothyronine, type II 43 100 32+ 64 49 =+ g4+ 33 13 34 13
full e 3 Clg-like 3 18 66 100 =+ 28 21 =+ 1 3 3 * 25 4
Lk LIM domain binding 2 31 + 100 95 41 20 @+ =] d 11 18 il 9
DEE1l dickkopf-like 1 53 91 + 100 93 100 =+ ] 2 1 2 ] 1
3110035E14Rik  RIKEN cDNA 3110035E14 gene 55 + + 9§ 100 g5 =+ O 18 3 4 40 2
Tmemi 78 transmenbrane protein 178 44+ * 1p4 100 157 =+ = 8 3 15 115 103
Caraf zoronin, actin binding protein & 24+ 39+ 100 7§+ 13 31 * o3 o 31
AEIINA2TONERT k RIKEN cDNA 6330527006 gene 40 110 41 &9 89 100 a4 44 39 1 ] 19 z0
Cpned copine family member IX 37 * 4 33 51 100 + 15 o+ * 2 6 3R
Frmdg FERM domsin containing & 26 0+ 31 81 €7 W00 =« 17 + 59 24 18 1g
Mo nephroblastoma overexpressed gene 17+ * * 19 12 100 O Z 1 1 g 1
A3INLNTANARI RIKEN cDNA 6330403A02Z gene 22 * 68 e 40 17 100 38 d 41 2 g8 4
CEIONNTENOERT k RIKEN cDNA CA3I0DO35N0OE gene 4z * 37 * 41 44 100 25 + 3 =] 55 =]
Shads SHZ domain containing 5 15 * 324 + 17 17 + 100 94 17 9 9 4
Gm705 gene model 705, [(NCEI) 4 & & 2 i 1 = 100 36 1 2 7 ]
BCO72620 cDNA sequence BCO7Z6Z0 13 o+ 10 * m 13 # 100 54 2 £ 12 16
Slcdis] solute carrier family 41, member 1 28 * e 31 24 24 + 100 54 30 100 33 42
Thllx transducin (heta)-like 1 ¥-linked 39 *+* 44 + 35 43 + 100 74 29 27 6 45
Gpriss % protein-coupled receptor 155 3+ 17 + 13 16 =+ 100 29 1z 22 16 8
Mcipl multiple C¢Z domains, transmembrans 1 21+ * 20 15 12 + 100 130 4 10 21 36
Delkd doublecortin-like kinase 3 13 =+ & &7 25 27 * 100 157 8 13 ] 4
Mrathb mannoside acetylglucosawinyltransferase 5, iscenzyme a2 * * 8 27 8 o+ 100 47 i 28
E 21 18
Hsfist2 heparan sulfate 6-0O-sulfotransferase 2 45 * & 37 24 21 o+ 100 =28 37 56 20 32
Carhspl caleium requlated heat stable protein 1 25 * 23 18 18 + 100 125 35 93 28 41
Nexn nexilin g ¢ & & 3 4 2 100 44 25 5 u} 5
Spd trans-acting transcription factor 9 25 + * 14 12 9 * 100 105 7 44 13 3
201000 TMIERT k RIKEN cDNA Z010001MOG6 gene 15+ 13 * i 9 + 100 24 7 * ] 11
Lypdi Ly6/Plaur dowain containineg 1 41 =+ e e 15 * = 37 100 9 17 52 B
13110018G07Rik  RIKEN cDNi 1110018307 gene 21+ 37+ 25 33 + 114 100 1§ 33 24 13
E3Ts (CHIE3I36) 17+ * * a5 34 43 56 100 3 12 33 3
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Expression level [%)

Gene symbol Gene name WE O PrL ¢g M 5 Ent cpu Achk Th SN VTA Hip c¢h
EPeapd peptidase D 42 39 2 4z * 57 33 100 55 * 23 35
T dhhci22 zine finger, DHHC-type containing 22 17+ 45 + 1 13 + & g 100 =+ * 3 1o
Vashl vasohibin 2 28 * e 21 12 11 =+ 12 12 100 17 + 5 3
Amotll angiowotin-like 1 15 * * 13 & £ * 19 41 100 34  + 722
dyshindin (dystrobrevin binding protein 1) domain ELTN " 26 23 18 28 37 100 38 " 26 13
Dhnddl containing 1
Pppirida prote:ﬁ.n phosphatase 1, regulatory (inhibitor) a8 * % 15 18 * * L 48 100 * * *
subunit 14A
Psd2 pleckstrin and Sec? domain containing 2 31+ *  Z0 24 ¢ * 15 + 31 100 + ul e
Tmemfla transmerbrane protein 63a 41 o+ * 27 22 & * 29+ 40 100 + * *
leucine-rich repeats and imwunoglobulin-like domains
Lirigl 1 19 * E T ) & * 12 15 21 100 ~+ 8 47
AGIVOFECOTRIE REIKEN cDNA AS30038C07 gene 47 * * 28 14 * * g * 14 100 =+ & &
Pagré progestin and adipoQ receptor family member VI 15 * * 4 2 * * 4 * 13 100 3z 7 57
A2FNEGAR2RIE RIKEN cDNA AZ30060AZ2 gene 29 * i 15 13 * * 23 o+ 25 + 100 + *
AI0ONASHATRI RIKEN cDNA Z700035K07 gene 35 ¢ d * 14 ¢ * 27 23 34 75 100 zz O+
= lei0ad solute carrier family 10 (sodiww/bhile acid 7 " " 0 0 " " 11+ 7 31 100 0 7
cotransporter fawmilv), member 4
EbE3 early B-cell factor 3 B * * 1 u] * * 1 k7 + 100 =+ &
ATe4a02 3 expressed segquence ATR460Z3 17+ e 7 ) e e £ e 11+ 100 =+ E
l-acylglycerol-3-phosphate O-acyltransferase 4
dgpatd [lvsgpgozphatidicpacig acvltrangferase, delta) 43 20 33 * 21 ? * 13 * L
Gmas gene model 98, (NCEI) 25 * * 16 23 * * 39+ 53 + 100 + &
2310022B05R1k RIKEN cDNA Z31002ZEB05 gene 26 * * * 13 F * 13 87 39 435 100 95  *
AszImi arsenic [+3 oxidation state) methyltransferase 13 * & & 10 * * 16 & 19 + 100 + *




\Y; RESULTATS COMPLEMENTAIRES

IV.1 Hybridation in situ non-isotopique de marqueurs régionaux sur le ceraa de

souris

Pour huit ARNm présentant un enrichissement rédjeanous avons complété I'étude
de leur expression par une analyse en hybridatigitu (HIS) a I'aide de sondes marquées a
la digoxigénine. Pour I'ensemble de ces marqudassdonnées d’HIS concordent avec les
résultats de SAGE et de la RT-PCR quantitative.

L’hybridation des ARNm déMark2, Dio2 etLdb2 marque le cortex préfrontal selon un
gradient d’expression manifesté par un marquagealsshes profondes du cortex qui perd en
intensité dans les couches superficielldsfgure 25). Pour les trois transcrits, le marquage
est fort dans le cortex orbitairMark2 est également exprimé dans le noyau olfactif et le
cortex piriforme, et.db2 dans la couche granulaire du bulbe olfactif. L’hgationin situ de
3110035E14Rikévele également un gradient de son expressiomgibys couches corticales
VIb et Via, intensément marquées, vers la couchéfijyure 26). Le noyau olfactif est
€galement fortement marque.

L’expression striatale d&m705 et Sh2d5est confirmée par I'HISc{. figure 27).
L’ARNmM de Gm705 est abondant dans la partie dorsolatérale dutwstriaet I'intensité
diminue graduellement vers la partie ventralem705 est également détecté dans les
tubercules olfactifs, le septum et le cortex pédtaire dorsal.Sh2d5est exprimé dans le
striatum et le globus pallidus latéral. L’hybridatiin situ révele également la présence de
’ARNmM dans les cortex cingulaire et piriforme.

Pep4et Dbnddlsont exprimés dans le thalamas$. {igure 28). L’expression dBep4
semble généralisée a tous les noyaux, et est mussien évidence dans le gyrus denté de
'hippocampe. En revanche, TARNm dgbnddlest réparti de facon discrete, puisqu’il est
détecté dans le noyau thalamique ventropostériedth&benula, mais absent du groupe
nucléaire thalamique postérieur.

Enfin, 'hybridationin situ d’Agpat4révéle un marquage tres spécifique de la substance

noire compacte et de I'aire tegmentale ventreildigure 29).
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Cortex cingulaire
Cortex prélimbique

Cortex prélimbique

Cortex piriforme Noyau olfactif

Mark2 Dio2

Cortex prélimbique

Cortex frontal z
associatif

Cortex
orbitaire

MNoyau olfactif
Couche granulaire du bulbe olfactif

Ldb2

Figure 25. Visualisation des ARNm de trois marquew du cortex préfrontal par
hybridation in situ. Les patterns d’expression dgo2, Mark2 et Ldb2 ont été étudiés
respectivement sur des coupes coronales de 2.2t 2.8 mm antérieurement au bregma. Les
représentations schématiques en vis-a-vis des sa@# adaptées de l'atlas de Paxinos et
Franklin, 2001.
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A Cortex cingulaire,  Cortex infralimbique B

Cortex frontal ,-"' . Cortex VI
/ associatif hY \_moteur X
‘,/"/ L orbitaire q

ey Cortex
Noyau olfactif - insulaire

Figure 26. Visualisation de 'ARNm de3110035E14Rik par hybridation in situ. Sur la
partie supérieure de la figure : coupe sagittal@ fim en latéral). Les lignes pointillées
indiquent les positions des coupes A et B (respectent positionnées a 2.6 et 1.3 mm
antérieurement au bregma). Les représentationsmstiggies en vis-a-vis des coupes sont
adaptées de l'atlas de Paxinos et Franklin, 2001.
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Cortex cingulaire

Cortex pédonculaire dorsal

“Noyau thalamique paraventriculaire
Noyau thalamique réticulaire

Sh2d5

Figure 27. Visualisation de deux ARNm enrichis dange striatum par hybridation in

situ. Les patterns d’expression @&m705et Sh2d50ont été étudiés respectivement sur des
coupes coronales de 1.1 mm antérieurement et 0.3astérieurement au bregma. AcbC :
core du noyau accumbens ; AcbSishell du noyau accumbens; GPL : globus pallidus
latéral ; Pir : cortex piriforme. Les représentatcchématiques en vis-a-vis des coupes sont
adaptées de l'atlas de Paxinos et Franklin, 2001.
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Dbndd1

Figure 28. Visualisation de deux ARNm enrichis dange thalamus par hybridation in
situ. Les patterns d’expression dRep4 et Dbnddlont été étudiés respectivement sur des
coupes coronales de 1.5 et 1.9 mm postérieuremebteggma. GrD : gyrus denté ; MHb :
Habenula médiane ; LD : noyau thalamique latéralqrd.Hb : habenula latérale ; Po:
groupe nucléaire thalamique postérieur; PV : notlmiamique paraventriculaire; VL :
noyau thalamique ventrolatéral ; VP : noyau thatpraiventropostérieur. Les représentations
schématiques en vis-a-vis des coupes sont adajadedlas de Paxinos et Franklin, 2001.
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Figure 29. Visualisation de 'ARNm d’Agpat4 par hybridation in situ. Coupe sagittale
(Imm en latéral). SNc : substance noire compa8idr;: substance noire réticulée ; ATV :
aire tegmentale ventrale. Les représentations safigues en vis-a-vis des coupes sont
adaptées de l'atlas de Paxinos et Franklin, 2001.
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IV.2 Expression des marqueurs dans le modéle du « rat 6{DA » de la maladie de

Parkinson

Ce travail a été realisé en collaboration avec ERBmuet et Emmanuel Brouillet, Service
Hospitalier Joliot-Curie, CEA — Orsay.

Nous avons voulu tester I'influence de l'injectida 6-OHDA dans le FMT du rat sur
'expression des transcrits régionaux, a la foiesda substance noire, qui dégénere sous
I'action de la toxine, et dans la région-cible desirones dopaminergiques : le striatum. Les
transcrits ont été quantifiéss 24 h et 7 jours apiBgction stéréotaxique de la
toxine.Evaluation de la dénervation dopaminergigdeite par la 6-OHDA

IV.2.1.1 Analyse comportementale

Le test du cylindre permet d’évaluer les déficitsteurs (akinésie) induits par la lésion
de la voie nigrostriatale. Ici, la |ésion droiteilatérale des neurones dopaminergiques de la
substance noire compacte a entrainé une akinésla gatte gauche, qui résulte en une
réduction des appuis effectués avec cette pefttgure 30a).

L’injection d’apomorphine a produit une rotation doté contralatéral a la lésioof.(
figure 30b), ce qui d’'aprés la littérature indigaedestruction d’environ 90 % des neurones
dopaminergiques de la voie nigrostriatale (Ungetste968 ; Schwarting et Huston, 1996).

I\VV.2.1.2 Contréle histologique

La perte des neurones dopaminergiques des six arim@gant recu une injection
unilatérale de 6-OHDA dans I’hémisphére droit av@#fiée par I'immunohistochimie de la
tyrosine hydroxylase. La figure 31 donne un exempl@ésentatif de 'immuno-marquage
TH, 20 jours apres linjection de 6-OHDA. Du cOtésé, on observe la disparition du
marquage au niveau de la SN compacte, et des film@@minergiques au niveau striatal, ce
gui suggére une perte des neurones dopaminergi§uede coté 1ésé, il apparait qu’une
partie des neurones dopaminergiques de I'ATV &pagnée par l'injection, mais I'absence
de marquage du noyau accumbens et des tubercdbegifsl indique probablement une
atteinte du systéme méso-limbique. Chez le rat ®@®HJu c6té contralatéral a I'injection,
comme chez le témoin, 'immuno-marquage de la THirdense au niveau du striatum, du

noyau accumbens, des tubercules olfactifs, de @ede 'ATV.
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Figure 30. Analyse comportementale des rats intoxiggs a la 6-OHDA. A.Test du
cylindre. Nombre d’appuis réalisés sur une pérideleleux minutes par les pattes antérieures
gauche et droite des deux animaux témoins nontégesxt des six animaux intoxiqués.Test

de rotation a I'apomorphine. Nombre de rotatioradisées par les six animaux intoxiqués sur
une période de cing minutes du c6té contralatér@bsilatéral a I'injection de 6-OHDA.
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Figure 31. Contr6le de la dénervation dopaminergiqe. La perte des neurones
dopaminergiques est visualisée par analyse immatuattiimique de la tyrosine hydroxylase
sur des coupes coronales de cerveau de rat réaliséeiveau du striatum et de la substance
noire. Notez la perte de fibres dopaminergiques deustriatum et la substance noire du cété
lésé. Acb, noyau accumbens ; ATV, aire tegmental@rale ; CPu, caudate-putamen ; SN,
substance noire ; T.0., tubercule olfactif.
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IV.2.2 Effets de l'intoxication a la 6-OHDA sur I'expressides génes dans la substance

noire et le striatum

IV.2.2.1 Les transcrits mésencéphaliques

Nous avons quantifie, par qRT-PCR, I'expression li@®ologues chez le rat de 18
transcrits mésencéphaliques dans la substance diamgnaux intoxiqués a la 6-OHDA et
d’animaux témoins injectés avec une solution salies niveaux d’abondance de la moitié
des transcrits testés sont significativement atél@ns ce modéle de la Mé&f.(figure 32a).
L’expression de ces 9 marqueurs est réprimée % japres l'injection de la toxine, et trois
d’entre eux As3mf Psd2etSlc10a4 voient leur abondance significativement rédugs 84 h

post-intoxication.

IV.2.2.2 Les transcrits striataux

Les transcrits striataux ont été quantifiés daastaata des mémes rats afin de mettre
en évidence des génes potentiellement régulés geariurbation de la voie nigrostriatale. Sur
les 20 transcrits striataux testés, 3 sont inddésfacon transitoire 24 h aprés l'injection
(Commd8Scn4betNexr), et 2 sont induits une semaine apres injectBpotk3et Myt1l) (cf.
figure 32b).
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Figure 32. Quantification par qRT-PCR des transcris différentiellement distribués dans

A la substance noire et B le striatum de rat traité a la 6-OHDA.Pour chaque transcrit, le
niveau dARNmM est exprimé en pourcentage de I'esqion du témoin + SEM. Les ARNm
guantifiés sont enrichis (a) dans le mésencéphal¢bp dans le striatum. Les astérisques
indiquent la significativité des différences cakmilavec le test de Student: * p<0,05;
** p<0,01 ; *** p<0,001. Chaque colonne indiquevMaleur moyenne obtenue pour 4 animaux

24 h apres injection et 3 animaux 7 jours apréesctign.
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Vv DISCUSSION

V.1 Genes différentiellement exprimés

Dans cette étude, nous avons généré plus d'unomildi’étiquettes SAGE pour
explorer le phénotype moléculaire de 11 régiongéiiencéphale et du mésencéphale, avec
une profondeur d’analyse permettant la détection tdescrits présents a 0,006 %
(5/80 000 tags). L’examen des banques SAGE nqesrais de sélectionner 308 transcrits
différentiellement exprimés dans les régions éeglides génes mis en évidence par cette
analyse se répartissent sur une large gamme dawnd/expression. Ainsi, il est possible de
détecter des transcrits dont les abondances diffete plus d’'un facteur 20 au sein d’un
méme tissud. g, dans la banque de striaturRenkl n =122 etAA474455n=5; dans la
banque d’ATVTh, n =174 etAgpat4 n =7 ; les banques étant normalisées a 80 @fX).ta
La possibilité de comparer les niveaux d’expressies génes dans un méme échantillon est
un avantage incontestable de SAGE qui génére deséde quantitatives directement
interprétables. La fiabilité des résultats de ligga SAGE a été demontrée plusieurs fois a
'occasion de ce travail. Tout d’abord, la plupdeg nos résultats présentent une bonne
corrélation avec les données existant dans laditiée €f. publication n°2, table S2). Par
ailleurs, le profil d’expression des genes sélectds pour étre différentiellement exprimés a
éteé confirmé par des expériences de RT-PCR quiaweitet, dans certains cas, d’hybridation
in situ (cf. publication n°2, table S3).

Les 308 marqueurs ne sont pas distribués de fagquinadente entre les banques.,(
publication n°2, table S1). Dans notre étude, cleststriatum qui compte le plus de
marqueurs, et les cortex qui en comptent le mding. a trois explications plausibles a
'obtention de ces résultats. Tout d’abord, uneithtion technique liée au nombre de tags
séquencés dans notre étude, qui ne fournit paatafogue complet de I'expression des genes
dans les différentes régions cérébrales. Enswoite,de la comparaison des régions, la limite
inférieure d’abondance des tags enrichis a étée fixé / 80 000. Pour un tissu homogene
(c'est-a-dire composé d’un seul type cellulaire)acorrespond a 20 copies d’ARNm / cellule
(Clarke & Carbon, 1976). Pour un tissu hétérogamaroe le cerveau, les ARNm présents a
cette abondance ne peuvent évidemment pas étretéetgils sont présents dans un type
cellulaire minoritaire (Levitet al, 1997). La deuxiéme hypothése permettant d’inéepries

données obtenues serait donc que plus le tissusesiple », plus les différences d’expression
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existantes sont faciles a observer. Enfin, il ésir que notrecorpus comportant 50 % de
banques générées a partir de régions corticales)epglus facilement de faire apparaitre
comme spécifiques les transcrits des autres régiomerveau.

L’étude des marqueurs SAGE par hybridation situ a permis de confirmer
'enrichissement régional de I'ensemble des tratssdestés a un niveau de résolution
cellulaire. Ainsi, I'hybridationn situdes ARNm enrichis dans le cortex révéle une espes
différentielle entre les différentes couches cafés plutdt qu’entre des régions
fonctionnellement distinctes. Dans certains camdlyse SAGE et la RT-PCR quantitative
laissaient déja supposer l'obtention d’'un tel riggulEn effet, les ARNm déark2 et
3110035E14Rikauraient une distribution plutét pan-corticale pites SAGE, en dépit de
I'existence de variations d’expression d’'une régaonmne autre. Par ailleurs, 'HIS G705
montre que son expression suit un gradient dorsmleau sein du striatum. De plus, I'étude
de deux marqueurs thalamiqgu@ep4 et Dbndd], révéle des patterns d’expression distincts
pour ces deux marqueurs, avec une distributiondplubiquitaire dePep4 au sein du
thalamus, et au contraire limitée a certains noyaaux Dbndd1l Ces nuances de distribution,
qui ne pouvaient pas étre détectées par SAGE olP®&H-quantitative, constituent une
information précieuse pour approcher les fonctides différents marqueurs. En effet, le
thalamus est une structure complexe, constituéaodebreux noyaux impligués dans des
fonctions variées, comme la motricité volontaireupdes noyaux centromédians et
latéropostérieurs, et le systeme limbique poumiggux parafasciculaires et médiodorsaux
(cf. introduction). Enfin, nous avons pu déterminer quiés marqueurs du meésencéphale
ventral, A930038C07RikSIc10adet Agpat4 étaient exprimés dans pmrs compactade la
substance noire et dans laire tegmentale ventaequi nous a naturellement conduit a
supposer que ces genes étaient exprimeés par lesneswopaminergiques. Cette hypothése a
été confirmée ensuite par la colocalisation de éapression avec la tyrosine hydroxylaske (
publication n°2, figure 2).

V.2 Classification fonctionnelle des transcrits présemint un enrichissement régional
Afin de mettre en évidence une éventuelle spéatais fonctionnelle des régions,
nous avons classé I'ensemble des transcrits difi@kment exprimés dans différentes

catégories fonctionnelles correspondants a desegsas biologiques répertoriés dans la base

de donnéesGene Ontology (Ashburner et al, 2000) ¢f. publication n°2, figure
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supplémentaire 1). De nombreux génes impliqués atansduction du signal ont été mis
en évidence dans I'ensemble des régions. Cettseclast significativement surreprésentée
dans le striatum, ce qui concorde avec les résuttaine étude récente (Stansbetgal,
2007). De plus, la surreprésentation de la catédodomotory behaviodans les sets de
genes spécifiqguement exprimés dans le striatumeamdsencéphale ventral, est cohérente
avec la fonction assurée par ces régions dansgdét® de la motricité volontaire. Par
ailleurs, il y a significativement plus de genegiiqués dans le développement du systéme
nerveux dans le mésencéphale ventral. Ceci eshtmitement interprétable par les données
de la littérature, d’aprées lesquelles la neurogersesdéroulerait dans le cerveau adulte non
seulement au niveau des bulbes olfactifs et dppttampe (Kempermaret al, 2004) mais

aussi dans la substance noire (Zkaal, 2003).

V.3 Conservation des patterns d’expression chez I'homme

Ces dernieres années, la souris est devenue lismgare plus utilisé pour modéliser
les maladies humaines neurologiques et neurodégjéred. L'analyse comparative de
'expression des génes dans les cerveaux de sstudiomme devrait évaluer la pertinence
du modele murin pour I'étude de pathologies hunmirdos données montrent que les
patterns d’expression génigue entre des régionpaables du cerveau humain et du cerveau
murin sont généralement conserveés. Ceci est cah@ven les données neuroanatomiques qui
proposent une conservation générale des grandesuses cérébrales et des types cellulaires
entre régions comparables (Braitenberg, 1998).idlts études ont récemment montré que
les génes ayant les plus grandes différences disgjmn d’un tissu a I'autre étaient également
ceux qui présentaient la meilleure conservatiosatpience entre 'homme et la souris (Liao
& Zhang, 2006; Strandt al, 2007).

Néanmoins, certains marqueurs régionaux chez lassaa semblent pas avoir un
profil d’expression similaire chez I'homme. Nos dées sous-estiment probablement la
corrélation qui existe entre les profils d’expressgéniques chez les deux especes, en raison
de facteurs tels que la qualité des ARN (liee natamt au délaipost-mortemet a la
dissection des tissus), le stress (ischémie),ie ple médicaments, I'état de santé, I'age et le
genre des individus, qui ne sont pas strictementrglés. De plus, nous comparons de petites
régions céerébrales murines a des structures entiereerveau humaie., cortex entorhinal

vs lobe temporal), ce qui génére probablement def@rdifces de composition en types
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cellulaires. On ne peut pas non plus exclure lasipdgé de mesurer I'expression de
différents variants d’épissage d’'une espéce arkaut

Quoigqu'il en soit, ces résultats valident globalemaitilisation de modéles murins, et
laissent supposer qu'un modéle récapitulant unbopadie humaine puisse avoir le méme

profil transcriptionnel.

V.4 Expression génique dans le modele R6/2

A de rares exceptions prés, les études réalisées prplorer les maladies
neurodégénératives ont comparé le profil d’expoessie I'ensemble des genes dans les
conditions normales et pathologiques, sans towe$a pencher sur le probléme de la
régionalisation de I'expression, c'est-a-dire dansriser I'étude des génes dont I'expression
prédomine dans les régions spécifiguement tougbareses pathologies.

Luthi-Carter et al, ont publié la premiere étude utilisant les pueeéDN pour
mesurer I'expression de 6000 genes dans le strial@nsouris R6/2 (Luthi-Cartest al,
2000). Seul un petit nombre de génes (environ 2%égmtaient une altération de leur
expression, et il s’agissait majoritairement d’'ué@pression. La plupart des genes induits étant
liés a I'inflammation, la régulation de leur exmies a été interprétée comme un processus de
compensation. Les genes réprimés codaient poutul@am des composants des voies de
signalisation des neurotransmetteurs, du calciudgestrétinoides. Par ailleurs, cette étude a
montré que les changements d’expression n'étaeup phénomeéne atteignant les transcrits
striataux de facon globale et que certains génesusopour étre exprimés dans les neurones
épineux moyen, comme la preprotachykinine, voydeunt niveau d’expression inchangé.

Des études récentes sur des modeles de sourigéramses et chez des patients
atteints de la maladie de Huntington suggerentoguiains facteurs spécifiques au striatum le
rendraient plus susceptibles a la dérégulatiorstrgptionnelle (Desplatst al, 2006; Gomez
et al, 2006; Hodgest al, 2006).

Dans notre étude, la plupart des génes régulés lamsodele R6/2 n’ont pas
d’annotation fonctionnelle (catégorignknown cf. table 7). Comme les études a grande
échelle précédentes (Desplats al, 2006; Luthi-Carteret al, 2002a; Luthi-Carteet al,
2000; Luthi-Carteret al, 2002b), nous mettons également en évidence dess gapliqués
dans la signalisation. La régulation de cette caiégle genes dans le contexte pathologique

de la MH avait déja été mise en évidence par dedesétciblées. Ainsi, la signalisation du
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calcium semble altérée, comme le montre la rémessanscriptionnelle de la protéine-
kinase C beta Il dans le striatum et le cortex dul@e R6/2 (Harriet al, 2001). Par ailleurs,
la baisse de lI'expression depplrlb (dopamine and cAMP regulated phosphopratein
DARPP-32) a été détectée dans les modeles R6/® @ibl, 2000) et R6/1 (van Delleeat
al., 2000) de la MH.

L’existence de génes corégulés pourrait indiquerésence de sites de fixation pour
une méme famille de facteurs de transcription sursl promoteurs. En effet, une étude
antérieure a déja permis de découvrir des sitdixaion des facteurs de transcription Sp sur
les promoteurs de génes réprimés dans le modek (Réthi-Carteret al, 2002a). Aussi, il
serait intéressant d’analyser les séquences prime®tdes genes étudiés ici, d’autant que
plusieurs publications décrivent les conséqueneesimteraction directe de la huntingtine
mutante avec des facteurs de transcription spéesi§Sugars & Rubinsztein, 2003). De plus,
'étude d’une lignée transgénique R6/2 modifiéetalke sorte que le transgene posséde une
séquence de localisation nucléaire, a montré gphdaotype des animaux était aggravé, ce
qui va dans le sens d’'un role crucial de l'altématde la transcription dans la pathologie
(Bennet al, 2005).

Bien que l'altération de l'expression de génes ifijpfement exprimés dans le
striatum soit établie, la régulation transcriptietd@ induite par la huntingtine mutante ne
semble pas se limiter a cette région. Nos donméaasdriptomiques concordent avec la mise
en évidence d’'une altération du cortex chez desadeal a des stades précoces de la maladie
de Huntington (Rosast al, 2003). De plus, Hodgest al. (2006) ont également détecté la
régulation d’'un certain nombre de genes dans lexaonoteur de patients atteints de la MH.
Dans notre étude, 5 marqueurs corticaux préseatenéxpression affaiblie dans le cortex des
souris R6/2. Deux d’entre eux n’ont pas de fonctonnue Dkkl1 et Cpne9; cf. table 7). En
revanche, il a été démontré dans des cellules JEB&iocarcinome) que le facteur de
transcription CREB dAMP response elemef(€RE) binding protein possédait un site de
fixation sur le promoteur du ger&io2, et en activait la transcription en présence d’AMP
(Canettieriet al, 2004). Cette observation est particulierementoirigmte, dans la mesure ou
il est maintenant acquis que les protéines a polggiine altérent la transcription médiée par
CRE (Wyttenbaclet al, 2001). Par ailleurs, le geialrn code la kalirine, qui interagit avec
HAP1 (huntingtin-associated protein) (Colomer et al, 1997), protéine dont l'interaction

physique avec la huntingtine a été démontrée(lal, 1995).
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V.5 Expression génique dans les modéles « MPTP » et<6IDA »

V.5.1 Altération des transcrits striataux dans le moddiéPTP »

La signalisation dopaminergique est connue powleéd’expression des genes dans
le striatum (Berkeet al, 1998). Parmi les 23 marqueurs striataux testégrésentent une
altération de leur expression suite a une intoxioadigué au MPTP, et se répartissent en trois
types de réponsei) une répression précoce transitoire 24 h post-icabon ; i) une
induction précoce transitoire 24 h post-intoxicatjaii) une induction tardive 7 jours post-
intoxication.

Les génes régulés appartiennent a trois principedgsgories fonctionnelles : la
transduction du signal3prl155 Lypdl, Mctpl), le métabolisme cellulaireCarhsp Wfs)), le
transport §cn4dh Sic41a), et quatre d’entre eux n'ont pas de fonction cenflexn Spock3
Sp9 Dclk3). Une explication évidente aux différences d’egpien induites par le MPTP
serait que les genes concernés sont régulés patascade de signalisation dépendante de
linnervation dopaminergique. Vingt-quatre heurgsrés injection de la drogue, il est
probable que les modifications transcriptionnetibservées soient liées a la baisse drastique
et brutale de la libération de dopamine par lesrores nigrostriataux plutdét qu'a une
conséguence de leur neurodégénérescence, ce qraipexpliquer le caractére transitoire de
ces modifications. En effet, la mort cellulaire uité par le MPTP n’est pas observée avant le
5°Mjour suivant I'intoxication (Jackson-Lewi al, 1995).

Une étude antérieure par puces a ADN a analysédalation de I'expression des
genes dans le striatum de souris, 24 heures airg gpres la derniére injection de MPTP,
dans un modéle d’intoxication chronique (Millerr al, 2005). La majorité des modifications
transcriptionnelles a été observée une semaine #mjection, et concerne des genes codant
des protéines du cytosquelette, d’adhésion, dueswstubiquitine-protéasome, du cycle
cellulaire, ou encore de la réponse au stress tiky@aes résultats indiquent une réponse
globale du génome a [lintoxication, plutdét qu'uneégulation ciblée de génes

préférentiellement exprimés dans le striatum.

V.5.2 Altération des transcrits striataux dans le modé&deOHDA »

Dans notre étude, l'injection de 6-OHDA dans le Fid rat entraine, vingt-quatre
heures ou sept jours plus tard, une hausse deslaimes de 5 des 20 transcrits testés dans le
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striatum. Ces transcrits codent respectivemente ymotéine sans fonction connue
(Commd$; une protéine interagissant avec le cytosquel@texn) (Ohtsukaet al, 1998) ;
une protéine de la matrice extracellulaifp@ck3 (Nakadaet al, 2001) ; un facteur de
transcription neuronalMytll) (Kim et al, 1997); et une sous-unité d’'un canal sodique
(Scn4l.

Ce modéle n’est pas classiquement utilisé danstésature, ce qui rend nos données
difficilement comparables a des résultats antésiennais il a été démontré que la mort des
cellules dopaminergiques intervenait des 12 h dfirgsction de 6-OHDA dans la substance
noire ou le FMT (Jeost al, 1995).

Une étude par puces a ADN de la toxicité de la @@Hh identifié une cinquantaine
d’ARNm dont les abondances étaient modifiees danstrdiatum de rat deux mois aprés
I'injection unilatérale de la toxine dans la subs&noire (Napolitanet al, 2002). Parmi les
genes dérégulés, 27 sont réprimés et 14 voiennigaau d’expression augmenter. Deux des
14 génes induits codent des kinases (CDB¥xlin-dependent kinase et PKAc Protein kinase
A subunit ¢, connues pour réguler DARPP-32, un médiateurad&gansmission du signal
dopaminergique de la substance noire au striatteméndezet al, 2006). Cependant, la
plupart des génes régulés dans cette étude neepamkexercer des fonctions spécifiques au

sein du striatum.

V.5.3 Altération des transcrits mésencéphaliques damobiele « 6-OHDA »

Nous avons également étudié la régulation des drigmsenrichis dans le
mésencéphale, en quantifiant leur expression damsibstance noire de rats traités a la 6-
OHDA. Sur les 14 transcrits testés, 9 voient lealbpendances significativement réduites
7 jours apres l'intoxication, dont 2¢$3mf Psd2et Slc10a4 des les premieres 24 As3mtest
une méthyltransférase cytoplasmique impliqguée dmmktoxification de l'arsenic (Let al,
2005) etSlcl0adest un transporteur de la famille des symporteodiusn/acide biliaire
(Splinteret al, 2006) mais leur fonction est peu documentée ekanchePsd2régule ARF6
(ADP-ribosylation factor), connu pour étre localidéns la membrane des endosomes, et
pourrait jouer un role dans I'endocytose et le ctaye des membranes ainsi que dans certains
aspects de l'assemblage de [I'actine cytosquelettiglbonaldson, 2003). Le trafic
membranaire et la réorganisation du cytosquelaite des mécanismes fondamentaux de
régulation de la différentiation neuronale au codusdéveloppement aussi bien que de la
libération et la recapture de neurotransmetteueg thdulte (Sudhof, 2004). Il a été montré
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gu'ARF6 était impliqué dans plusieurs fonctions nomales dont I'endocytose et I'exocytose
de vésicules présynaptiques et I'internalisatios depteurs (Claingt al, 2001; Galaset
al., 1997; Hernandez-Deviex al, 2004).

Parmi les génes régulés par l'injection de 6-OHDAgIla substance noire se trouve
celui codant la cadhérine 13. Les cadhérines samainmment impliquées dans la formation et
le maintien des synapses au cours du développdifakdi et al, 2003). Une étude par puce
a ADN chez des patients parkinsoniens a recemmisnemmévidence la baisse de I'expression
des génes codant les cadhérines 9, 12, 18, 7 @aridle striatum. Ceci pourrait indiquer un
défaut d’adhésion au niveau synaptique entre lasones nigraux et striataux, ce qui va dans
le sens de I'hypothése de dégénérescence rétrogeadeeurones dopaminergiques de la voie
nigrostriatale.

Plusieurs des génes régulés dans notre modeleimnplitués dans la signalisation
(Ppplrlda Agpat4 Respld ou la transcriptionEbf3) et pourraient donc appartenir a des
voies de signalisation altérées par I'action dé-QHDA sur les neurones dopaminergiques
de la substance noir@pplrldaest également connu sous le nomGQRl-17 (cytosolic
protein 17kDa. Cet inhibiteur de protéines phosphatases irgatviiotamment dans la voie
de signalisation des récepteurs opioides deltatalsant a la contraction prolongée des
muscles lisses (Huangt al, 2006). Agpat4 (1-acylglycerol-3-phosphate O-acyltransferase,
delta) catalyse le transfert d'un acide gras ampdn donneur acyl vers la position sn-2 de
l'acide lysophosphatidique. Cette réaction conduita formation d’acide phosphatidique
(Kent, 1995).Agpat4 participerait ainsi a la biosynthése des membrdne®giques. Par
ailleurs, il a été montré que plusieurs membresadamille desAgpat (Agpat2 et Agpatg
étaient capables d’activer la voie de signalisatitofOR fnammalian target of rapamycine
dans des lignées cellulaires (Springetital, 2005; Tanget al, 2006). Resp18(Regulated
endocrine-specific protein-18) est connu pour &tenscriptionnellement régulé par la
dopamine dans I'hypophyse (Bloomquéttal, 1994). RESP18 est localisée dans la lumiere
du réticulum endoplasmique des cellules endocrieesies neurones peptidergiques et
participerait a une voie de signalisation intradalle neuroendocrine (Schillet al, 1997).
Ebf3 est un facteur de transcription impliqué dans [&émbntiation des neurones
dopaminergiques du mésencéphale (Thetetl, 2004). Par ailleur€&bf3 induit I'expression
de genes impliqués dans l'arrét du cycle cellulaiprime les genes impliqués dans la survie
et la prolifération et est inactivé dans les tursea@rébrales (Zhaet al, 2006). EnfinGm98
possede un domaine de fixation a 'ADN, ce quidaisupposer que lui aussi interviendrait
dans la régulation de I'expression génique.
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V.6 Genes régulés dans plusieurs modeles

Trois transcrits sont régulés dans les deux modtdda MP mais selon une séquence
temporelle différentecf. figure 33): le niveau d’ARNmM d&cn4best augmenté dans le
striatum de souris 7 jours aprés I'administratienMPTP, alors qu’il est accentué de facgon
transitoire dans le striatum de rat, 24 h aprégeldtion de 6-OHDA Spock3est réprime a
24 h post-intoxication au MPTP, et induit 7 joupsés l'injection de 6-OHDA ; enfirexn
qui est d'abord réprimé puis induit dans le moddBTP, voit son niveau d’expression
augmenter transitoirement dans le modéle 6-OHDAréNétude s’intéressant au striatum, on
pouvait s’attendre a observer le méme type de sEpdranscriptionnelle dans les deux
modeles de la MP, lié a la déafférentation dopargigae plutdt qu’aux mecanismes de
toxicité spécifiques du MPTP et de la 6-OHDA. Quuigen soit, des différences
fondamentales existent entre les deux modeles. Baranodele MPTP », la toxine a été
administrée a la souris par voie systémique cealjautit a une dégénérescence bilatérale et
spécifiqgue des neurones dopaminergiques de lasdeshoire (Sonsalla & Heikkila, 1986).
Dans le «modéle 6-OHDA », lintoxication a été lige par injection stéréotaxique
unilatérale dans le FMT du rat ce qui provogue lagéhérescence des neurones
catécholaminergiques (Luthmaat al, 1989). De plus, une étude plus récente a montré
gu’'apres injection d’'une forte dose de 6-OHDA d&d-MT, et en dépit de la perte des
neurones dopaminergiques de la substance noirgjileaux de dopamine extracellulaire
étaient encore proches de la normale (Sairied, 2004). Ce phénomene pourrait trouver son
explication dans I'existence d’une libération soodandritique de dopamine par les quelques
neurones nigraux épargnés par l'injection de lan@xCeci est peut étre la raison pour
laguelle nous obtenons des résultats si différdats les modéles MPTP et 6-OHDA de la
MP, et pourrait expliquer le fait qu’un faible norelde genes soit régulé dans ce dernier.

Bien que plusieurs données montrent que la neunit®xle la 6-OHDA provoque des
altérations moléculaires comparables a celles wbssrdans la MP (Blurat al, 2001), on
peut s’interroger sur la validité des modéles plaaatogiques pour des analyses moléculaires
fines, comme la régulation de I'expression des ge@®ette question est particulierement
valable pour la 6-OHDA car la lésion et les méaaweis moléculaires de cytotoxicité qu’elle
recrute pourraient étre variables entre les cealjuda fonction de leur localisation par rapport

au site d’injection.
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Notre analyse met également en évidence la régolate I'expression de 5 genes
préférentiellement exprimés dans le striatum, idans le modéle R6/2 de la MH et dans
le modele MPTP de la MRSf( figure 33). Cette observation laisse supposeidterce d’'une
possible voie de signalisation commune entre lex deodéles. Cette hypothése est appuyée
par les observations de Charéhal, qui se sont interrogés sur I'influence de l'inregion
dopaminergique sur des cultures de neurones stxiggprimant la huntingtine mutée. Cette
étude montre en effet le réle potentiel de la ddpandans le processus pathologique de la
MH, via l'activation de la voie JNK mais aussia la signalisation des récepteurs
dopaminergiqgues D2 (Charviet al, 2005). Ainsi, dans notre étude, les génes dont
'expression est régulée lors de la déafférentadimpaminergique du striatum dans le modele
MPTP, ainsi que dans le modéle R6/2, pourraier €bus le contréle d'un méme facteur

transcriptionnel dont I'activité serait altéréeadadis par la dopamine et la huntingtine mutée.

MPTP 6-OHDA

R6/2 24h 7j 24h 7j
Gpr155
Lypd1
Slcd41at
Scndb
Spock3
Nexn

induit reprime

Figure 33. Transcrits enrichis dans le striatum doh I'expression est affectée dans
plusieurs modéles de maladies neurodégénératives.
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Modele Région Geéne GOTERM - Processus biologique (nive  au 3)
Gprl55
Lypd1l signal transduction
Sh2d5
Stésia3 . cellular metabolism, macromolecule metabolism, primary metabolism
1110018G07Rik ! ’
Slc4lal . o
Caudé- Sendb establishment of localization, transport
putamen Tesc cell homeostasis, ion homeostasis
Crym nervous system development
Gm705
R6/2 2010001MO06Rik
Spock3 unknown
BC072620
Tmem90a
Stac2 signal transduction
Kalrn cellular metabolism, macromolecule metabolism, primary metabolism
Cortex Dio2 blosynth_e5|s, cgtabollsm, ceII_uIar metabolism, nitrogen compound
metabolism, primary metabolism
DkKkI1
unknown
Cpne9
Gprl55
Lypd1l signal transduction
Mctpl
cellular metabolism, primary metabolism, regulation of cellular
Carhspl . ) . ;
physiological process, regulation of metabolism
Caudé- Wisl blosynth.e5|s, cellular metabolism, macromolecule metabolism, primary
MPTP putamen metabolism
Slcalal establishment of localization, transport
Scn4b
Nexn
Spock3
Unknown
Sp9
Dclk3
Mvtdl cellular metabolism, nervous system development, primary metabolism,
m regulation of cellular physiological process, regulation of metabolism
Caudé- : —
Y Scn4b establishment of localization, transport
putamen
Nexn
Spock3 Unknown
Commd8
cellular metabolism, response to chemical stimulus, secondary
As3mt }
metabolism
6-OHDA cellular metabolism, positive regulation of cellular process, positive
Ebf3 regulation of physiological process, primary metabolism, regulation of
cellular physiological process, regulation of metabolism
Agpat4 biosynthesis, cellular metabolism, primary metabolism
Substance Slc10a4 establishment of localization, transport
noire cell growth, cell organization and biogenesis, cell-cell adhesion, cellular
Cdh13 morphogenesis, regulation of cell growth, regulation of cellular
physiological process
Ppplrida
Gm98
Psd2 Unknown
Respl8

Table 7. Classification fonctionnelle des transcri régulés en conditions physio-
pathologiques. Les catégories fonctionnelles correspondent au eégBane Ontologydu
processus biologique.
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CHAPITRE 1ll - INACTIVATION D’ AGPAT4 CHEZ LA SOURIS

INTRODUCTION

.1  Données bibliographiques sur les 1-acylglycérol-3hpsphate O-acyltransférases

L’acide lysophosphatidique acyltransférase (LPAAAUS récemment appelée 1-acyl-
sn-glycérol-3-phosphate acyltransférase (AGPAT)/'eszyme qui catalyse le transfert d’'un
acide gras a partir d'un donneur acyl vers la pwosisn2 le I'acide lysophosphatidique
(ALP). Cette réaction conduit a la formation d’acighosphatidique (AP) (Kent, 1995).
L’ALP et I'AP sont impliqués a la fois dans la byoshése des lipidesf; figure 34) et la
transduction du signal dans les cellules. L’'acidegphatidique est notamment connu en tant
gue second messager participant a des voies dalisagion cellulaire et régulant une liste

grandissante de protéines kinases et phosphatasgisshet al, 1996).

Les AGPATs forment une famille d’au moins 7 pro&sn En effet, une séquence
similaire a récemment été mise en évidence et appeGPATS (Tanget al, 2006). AGPAT
1 et 2 sont relativement bien caractérisées etdetvité enzymatique documentée, alors que
les autres membres de la famille ont été identdiésla base de leur homologie de séquence,
ou de trées modestes niveaux d’'activité. Plusiewrsations d’AGPAT2 ont été détectées chez
des patients atteints de lipodystrophie congéngéteéralisée, connue également sous le nom
de syndrome de Berardinelli-Seip (Agarwal & Gar@02). Cette maladie autosomique
récessive est caractérisée par une perte prestple tie la masse adipeuse, et une sévere
résistance a l'insuline. Par ailleurs, l'inactivatid’/Agpat6chez la souris conduit a un défaut
dans I'accumulation des triglycérides dans lessges jaunes et brunes, en particulier dans la
région sub-dermique (Vergnesal, 2006).

Enfin, il est maintenant clairement établi que BGPAT jouent un réle dans la
signalisation cellulaire. En effet, le réle d’AGP2AT®R été récemment mis en évidence dans
certaines voies de signalisations associées adgerese, incluant ras/raf/Erk et Akt/mTOR
(cf. figure 35) (Springettet al, 2005). De plus, AGPAT8 est capable de provogaer |
phosphorylation de mTOR et du répresseur traduacgibAEBP1 dans des cellules HEK293T
(Tanget al, 2006).
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Glycérol-3-phosphate
FA-CoA
CoA
Acide lysophosphatidique

GPATs

FA-CoA
CoA

AGPATs

Phosphatidyl inositol
Acide phosphatidique ——  Phosphatidyl glycerol

Cardiolipine
2-Monoacylglycérol
DGKs PAPs
FA-CoA
MGATs Pi i i
CoA . Phosphatidyl choline

» Diacylglycérol ——— > Phosphatidyl éthanolamine

Phosphatidyl sérine
FA-CoA

CoA

DGATs

Triacylglycérol

Figure 34. Voies de biosynthése du triacylglycérol.

Alors que les GPATs (glycérol-3-phosphate acylti@rase) et DGATs (diacylglycérol
acyltransférase) catalysent la premiere et la degrétape de la synthese des triglycérides, les
AGPATs (1-acylglycérol-3-phosphate O-acyltransfégds interviennent a un stade
intermédiaire. DGK : diacylglycérol kinase ; MGATmonoacylglycérol-acyltransférase ;
PAP : phosphatidate phosphohydrolase.

Nous avons vu dans les chapitres précédentdgpatd était préférentiellement
exprimé dans les neurones immuno-positifs powrlasine hydroxylase de la substance noire
compacte et de l'aire tegmentale ventraté figure 2, publication n°2). Par ailleurs, sa
distribution dans les différentes régions cérélsrakmble conservée chez 'hommt figure
supplémentaire 2, publication n°2). Enfin, chezdeintoxiqué a la 6-OHDA, I'expression
d’Agpat4dans la substance noire est significativementimé&® une semaine post-injection,
ce qui indique son réle potentiel dans la réporserturones dopaminergiques a la toxine.

Afin de caractériser la fonction assurée par AGPAIB#S le cerveau, nous avons
décidé de générer des animaux transgénidugmt4-/- en utilisant une lignée de cellules
souches embryonnaires (ES) inactivées pour ce @éndisponibles dans les banques

publiques de cellules ES issues de la stra@égige Trap
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Figure 35. Modélisation de la fonction d’AGPAT?2 etde la signalisation par l'acide
phosphatidique. Dans la membrane du réticulum endoplasmique (RERAT2 génére de
l'acide phosphatidique (AP) par addition d’'une deaiacyl en positiorsn2 de Il'acide
lipophosphatidique (ALP). Dans la membrane, 'ARefimTOR et Raf, et contribue a leur
activation. Une partie de I'AP est convertie encgliglycérol (DAG) par la lipide phosphate
phosphatase-3 (LPP), protéine intégrale localis#ies da membrane du RE. Si du DAG
polyinsaturé est généré, il peut alors intervemirtemps que second messager aupres des
membres de la famille des PKC et/ou des CalDAG-@E4SGRP). Les isoformes de la PKC
se « translocalisent » a la membrane en réponsetmulation du DAG, et CalDAG-GEF1
(RASGRP?2) participe a I'activation de Rap. Rap-GiCHve alors B-Raf et la voie MEK/Erk.
La PKC peut également réguler cette voie par sbaresur Ras/c-Raf

D’aprés Springett et al., 2005.
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.2 La stratégie Gene Trap, ou « piégeage » de génes.

Le Gene Trap ou « piégeage » de genes, est une stratégiectiviagon qui a été
développée a l'origine par Glosser al. et ultérieurement par plusieurs autres laboratoire
(Gossleret al, 1989; Skarnest al, 1992; von Melchneet al, 1992). Elle repose sur
lintroduction de « pieges » a genes dans le géndes cellules souches embryonnaires
(cellules ES), qui ont la capacité de coloniser ambryon héte, y compris sa lignée
germinale, ce qui permet le transfert & 'animalnd modification génétique introduite dans
le génome des cellules ES.

D’'une facon générale, tous les vecteurs de « pgEgeapossedenti) un gene
rapporteur qui d’'ordinaire est le gene bactélimey ; i) un géne codant une protéine de
résistance a un facteur de sélection, généraletaentomycine phospho-transférase. On
trouve trois catégories principales de construstidie piege a séquences régulatrices, le piege
a promoteurs et le piege a genes. Seule cetteedercatégorie, que nous avons utilisée dans
notre étude, sera abordée ici.

La particularité du piege a genes est qu'il posskdgonné en 5’ du gene rapporteur,
un site accepteur d’épissags. figure 36). Des travaux antérieurs ont montré des sites
donneurs et accepteurs d’origine différente pountaieteragir fonctionnellement (Chu &
Sharp, 1981). Ainsi, dans les cas ou l'inserticffettue dans un intron, la présence du site
accepteur d’épissage permet d’engendrer un tramcfusion comprenant une partie du gene
endogene de longueur variable suivie du géne régoor

L’'organisation des premiers vecteurs placait leegde sélection sous le contrdle
indépendant d’'un promoteur constitutivement adiiglles cellules ES (Skarnetsal, 1992).
Cela permettait de sélectionner positivement tolge<ellules ayant intégré la construction
mais exigeait un second criblage pour repérervéase@ments fonctionnels. La création d’'une
construction composée d’'un géene de fusion entggihee de sélection et le géne rapporteur a
rendu possible la sélection directe et exclusivea@e&nements d’insertion fonctionnels : tout
clone cellulaire sélectionné pour sa résistancangibhiotique est porteur d’'une insertion dans
un géne exprimé dans les cellules ES.

Finalement, cette stratégie posseéde trois avantayde géne rapportedacZ, qui
code la beta-galactosidase (dont I'activité eséle® par une coloration bleue en présence

d’'un substrat chromogene, le X-gal), permet dersuig profil d’expression du gene dans
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'organisme génétiguement modifiéi) l'insertion de la construction est potentiellement
mutagene en provoquant linterruption de l'unité tanscription ;iii) la formation d'un
transcrit de fusion entre la région 5 du messagaiogene et le gene rapporteur permet
lidentification du gene « piégé » par l'utilisatiode la technique 5° RACE PCRapid
amplification of cDNA endgFrohmanet al, 1988).

La stratégie dusene Trapest utilisée pour des approches d’inactivatioriésyatique
de tous les génes de souris. Le désir de créebamngue publique de cellules ES murines
mutées est a l'origine d’un consortium internatiotea laboratoires investis dans cette tache

(http://www.genetrap.ordy/

pGTOIxf

En2 intr1 @SAﬁii?iﬁ?? pA” puUC

@ Lox71 - op m AT

Figure 36. Type de construction utilis€eExemple du vecteur pGTOIXf du Sanger Institute
La construction beta-geo comprend un gene rappottebeta-galactosidaskac?), fusionne

a un gene de sélection, ici un gene de résistané@ @omycine rfieg. Dans cette
construction, l'expression du gene rapporteur dépee lintégration fonctionnelle a
I'intérieur du gene cible. L'adjonction d’un site@pteur d’épissage en 5’ de la construction
permet I'expression du gene rapporteur méme quamgdration a lieu dans un intron.
Intron: 1.5 kb de I'intron 1 du géne En2 de soudA : site accepteur d’épissage de I'exon 2
du géne En2 B-geo : fusion des génes deflajalactosidase et de la néomycine phospho-
transférase ; pA : signal de polyadénylation de BM&s sites loxP et FRT permettent des
modifications post-insertionnelles du locus piégé,ne seront pas évoquées ici.

D’aprés les ressources électroniques du Sangertlitst Gene Trap Resource (SIGTR)
(http://www.sanger.ac.uk/PostGenomics/genetrap/vefto
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Il RESULTATS

II.1 Profils d’expression des génes de la familkegpat dans les régions cérébrales

Afin de caractériser la distribution des membredadamille Agpat dans le cerveau,
nous avons recherché les séquences des tags daddgfé@eentes banques SAGE en utilisant
les 10 pb consécutives au site de restrictionateziyme d’ancrage GATC le plus en 3’ sur les
séquences RefSeq des ADNAgpatl : NM_018862; Agpat2: NM_026212 ; Agpat3:
NM_053014;Agpat4: NM_026644 ;Agpat5: NM_026792;Agpat6: NM_018743;Agpat7:
NM_207206;Agpat8: NM_172715) ¢f. table 8).Agpatl Agpat3 Agpatd et Agpat7 sont
exprimés dans la quasi-totalité des régions céexbrdont l'aire tegmentale ventrale.
Cependant, selAgpatd présente un enrichissement significatif dans I'Ap&r rapport a 7
autres banques (p<0.01 en simulation de Monte-Lartmmme nous l'avons vu
précédemmentct. publication n°2). Les autres membres de la famMgpat2 Agpat 5
Agpat6et Agpat 8sont peu a pas exprimés dans les régions testig@sdance maximale pour
Agpat6dans le noyau accumbens : n = 2/ 80 000 tags)r&iltats montrent que les génes
de la familleAgpat possédent des profils d’expression chevauchanis distincts dans le

cerveau de souris.

Tag WB O PIL Cg M S Ent CPu Acb Th SN ATV Geéne
ccreccceTe 303 02 2 1 1 0 1 1 0 0 3 Agpatt
TACCCAGAGS O 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 Agpat2
TGGCCCTTTT 1 <) 0 1 2 0 1 2 1 1 2 3 Agpat3
CCCATGGAGE 5 1 1 1 2 0 1 0 0 4 5 7 Agpatd
TTACTTGTAT 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Agpats
TGAGGATGTT O 1 0 1 1 1 0 0 2 0 0O 0 Agpatt
TGACCGGCTG 3 0 0 2 3 6 1 5 0 0 3 2  Agpat7
TATTTAATAC 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 Agpat8

Table 8. Abondance des tags des différentdgpat dans les banques SAGBNB : cerveau
entier ; O : cortex orbitaire ; PrL: cortex prélimue ; Cg: cortex cingulaire ; M : cortex
moteur ; S : cortex somesthésique ; Ent : cortaorbimal ; CPu : caudate-putamen ; Acb :
noyau accumbens ; Th ; thalamus ; SN : substanice pATV : aire tegmentale ventrale.
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[I.2 Geénération de souris transgéniques hétérozygotégpat4+/- par « piégeage » de

gene.

Pour produire des souris déficientegpat4-/; nous avons utilisé une lignée de cellule
souche embryonnaire porteuse d’'une mutation imserélle dansAgpat4 (SIGTR ; Sanger
Institute Gene Trap Resourgdignée CC0173). L'insertion est localisée a dadtion de
'exonl et de l'intronl dAgpat4(qui contient 9 exons et 8 intronsf; figure 37a) et produit
un transcrit de fusion contenant le premier exokgf@at4accolé a la construction beta-geo.
La protéine attendue ne contient aucun acide adilgpat4 car I'exonl n’est pas traduit. La
mutation liée a l'insertion de la constructigaene trapdevrait donc aboutir & la délétion totale
de la protéine endogéne.

Nous avons tout d’abord confirmé par RT-PCR le ditesertion de la construction
gene trapdans un alléle &gpat4de la lignée CC0173. Apres veérification du carpetyle la
lignée, les cellules ES diploidégypat4+/- ont été injectées dans des blastocytes de souris.
Les males chimériques résultants ont été croisés aes femelles C57BL/6N, et leur
descendance génotypée par PCR afin d’'identifieindsidus hétérozygotesgpat4+/- (cf.
figure 37b). Ces derniers doivent a présent émesées entre eux pour générer des animaux

homozygoteg\gpat-/-

1.3 Expression dAgpat4 au cours du développement embryonnaire

Afin d’explorer le profil d’expression &gpat4 chez I'embryon, nous avons réalisé
une coloration au X-gal des hétérozygotes au stadaeryonnaire E11cf. figure 38a). La
coloration bleue, liée a la métabolisation du X-pal la beta-galactosidase, indique le lieu
d’expression du gene rapporteur qui dépend du peum@ndogene Agpat4 L'expression
du transgéne est détectée dans les somites deryemainsi que dans le tegmentum qui est a
lorigine du mésencéphale ventral, contenant notanimles groupes de cellules
dopaminergiques A8, A9 et A10f(figure 38b).
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Figure 37. Organisation des alleles sauvage et «€pge » dAgpat4. A. Les exons sont
représentés par des rectangles. Les portions grisdguent la séquence codantdgpat4

La portion colorée en bleu, entre le premier exbte @remier intron de l'allele « piégé »,
représente la construction beta-geo qui se terpanen signal de polyadénylation (en jaune).
B. Génotype d'un hétérozygote obtenu par PCR. Lahd#edndique le fragment
d’amplification correspondant a l'alléle « piégéM : marqueur de masse moléculaire.
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Figure 38. Expression dAgpat4 chez I'embryon hétérozygote au stade E11A. La
coloration bleue indique I'expression de I'allelpi@gé », révélée par une coloration au X-gal
de I'embryon entier. Le rectangle blanc encadredenentum. Notez également la coloration
des somitesB. Distribution des neurones dopaminergiques dansrieeau murin au cours du
développement. La numeérotation des groupes deleglld’A8 a A16 est celle de Dalhstrom
& Fuxe, 1964. Le rectangle noir encadre le tegnmamjui contient les aires A8, A9 et Al0,
correspondant respectivement a l'aire rétrorubrilesubstance noire compacte et l'aire
tegmentale ventral®(apres Bjorklund& Dunnett, in presp
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I DISCUSSION

La famille des protéines AGPAT contient au moing& imembres, ce qui souléeve la
guestion de l'existence d’'une redondance fonctid@nelne des approches pour répondre a
cette question est la génération de souches dis si@ficientes pour des AGPAT spécifiques.
Ici, nous avons utilisé une lignée de cellule ES&awfferte par une ressouigene trap afin
de générer des souris déficientes pour AGPATA4.

L’analyse, grace a nos données SAGE, des proféxpiéssion des sept autres
membres de la familldgpatdans les différentes régions cérébrales, révédedqtranscrits
(Agpatl Agpat3 Agpat4 et Agpat? sont représentés dans le cerveau selon des gatron
d’expression qui leur sont propres. L'expressionéloale dAgpatl Agpat3 Agpat4 et
Agpat?7 a I'exclusion des autres formes, est concordamex les données de la littérature
(Vergneset al, 2006). Par ailleurs, les études d’expressionAdgmtdans les différents tissus
murins, montrent toutes qpat4possede la distribution la plus spécifique deafailie, en
n’étant détecté que dans le cerveau et dans finteg son expression est moindre (ual,
2005; Vergneet al, 2006).

L’hybridation in situ a confirmé le profil d’exprse®n trés spécifique Agpat4dans le
cerveau. Par ailleurs, la détection de I'expressiongéne rapportedracZ dans les souris
transgéniques hétérozygotes nous a permis de reetégidence que cette spécificité existait
dées un stade précoce du développement, ce qué siggoser que la fonctionAdjpatdn’est
pas redondante avec les autres membres de ladamdr ailleurs, la régulation Afjpat4
dans un modele de la maladie de Parkinson, airsl’'udence du rdle joué par deux autres
membres de la famille dans I'activation de voiessagalisation intracellulaires, laissent
présager un réle importantAfjpat4 dans les neurones dopaminergiques du mésencéphale
ventral. L'étude prochaine de souris homozygotdidates pourAgpat4 devrait permettre

d’en éclairer les fonctions.
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CONCLUSIONS & PERSPECTIVES

Avec les progres récents de la génomique fonctimnge nouvelles techniques ont
été appliquées a I'étude des différentes régiorébeales dans le but d’établir leurs signatures
moléculaires, dans différentes espéces, a différstdes du développement, dans les
conditions normales et pathologiques.

Cependant, en raison du probleme particulier deolaplexité cérébrale, plusieurs
régions, en particulier les plus petites, ont étorées par la plupart de ces études. Nous
avons donc réalisé I'étude des transcriptomes deédibns cérébrales de souris, dont six
régions corticales, le noyau accumbens, le striatarthalamus, la substance noire et I'aire
tegmentale ventrale. Ces régions ont été choisiela$ase de leur implication fonctionnelle
dans plusieurs pathologies du systeme nerveux.eda dareté des données concernant leur
profil d’expression génique dans la littérature.

Pour chacune de ces régions, nous avons généigangee d’expression en utilisant
la méthode SAGE, en raison de ses avantagedlle est adaptable a de faibles quantités de
tissu ;ii) elle permet d’explorer les transcriptomes sansrinétions de séquencaspriori ;

iii) elle génere des données d’expression quantitatiuepeuvent étre comparées entre les
différentes régions, et entre les différents tratsc

Ce travail de thése a tout d’abord contribué dalaatérisation d’'un nouveau transcrit
préférentiellement exprimé dans le striatum. Eetefine premiere étude des transcriptomes
du cortex somatosensoriel, du striatum et du n@g@umbens par SAGE (de Chaldseal,
2003) avait permis de mettre en évidence le tag28iMenrichi dans le striatum, qui ne
correspondait a aucun ADNc dont la région codawnie complete. Nous avons dans un
premier temps cloné '’ADNc correspondant a StM20ceblant une banque d’ADNc de
caudate-putamen de souris. En raison de son mtefdpression, nous avons appelé cette
séquencecapucine pour caudate-and putamen-enriched sequentc&tude fine de sa
distribution par hybridatiom situ a révélé queapucire était exprime de fagon prépondérante
dans le striatum dorsolatéral qui recoit les priijes du cortex sensorimoteur. Son transcrit
était également détectable dans les glomérulestiidfal’habenula médiane, et les noyaux
antérodorsaux et paraventriculaires du thalamususNavons également déterminé que
capucineétait une protéine transmembranaire, qui surex@@ien fusion avec 'EYFP, était

localisée dans l'appareil de Golgi de deux lignékes cellules de mammiféres. Afin
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d’approcher la fonction deapucine nous avons étudié son expression dans le contexte
physiopathologique de la maladie de Huntington aurs de laquelle le striatum dégénére
spécifiguement. Nous avons observé une répresgioificative de I'expression deapucine
dans les deux modeéles testés, ce qui laisse supposamplication dans les mécanismes
pathologiques de la MH.

La deuxieme partie de ce travail de these a étéelal la mise en évidence de
transcrits exprimés de facon régionalisée dansrecau de souris. En comparant les banques
SAGE de 11 régions cérébrales, nous avons pu mdrarpression différentielle de 308
transcrits. Certains d’entre eux sont des marque@gsonaux connuse(g. la tyrosine
hydroxylase dans l'aire tegmentale ventrale), nhaiplupart sont peu caractérises, et 20 %
n’'ont pas d’annotation fonctionnelle.

Aprés validation de nos données SAGE par des expis indépendantes de RT-
PCR quantitative, et dans certains cas, d’hybidait situ, nous avons étudié les profils
d’expression de plusieurs dizaines de transcrigz thomme. Ceci nous a permis de montrer
la conservation des patrons d’expression pour temeaine d’ARNm entre les deux especes.

Enfin, en postulant que I'expression régionalisés ttanscrits était le reflet de leur
importance fonctionnelle, nous avons étudié leséqguences d’'un contexte pathologique sur
leur expression. Nous avons ainsi pu mettre eneécel la répression de 14 transcrits
préférentiellement exprimés dans le striatum, densmodele R6/2 de la maladie de
Huntington. Il est également connu que la maladie Hlintington provoque des pertes
neuronales dans le cortex ; I'étude de 15 trarsscatticaux dans le cortex des souris R6/2 a
révéelé la répression de 5 dentre eux. Par aillemsus avons étudié l'effet de la
déafférentation dopaminergique du striatum dansmdelele MPTP murin de la maladie de
Parkinson. Onze transcrits striataux étaient régdéns cette condition 24 h ou 7 jours post-
intoxication, dont 5 étaient déja affectés danmtmléle R6/2. Cette observation suggeére la
mise en jeu de voies communes dans les modeleseRBIPTP. Enfin, nous avons étudié un
deuxieme modele de la maladie de Parkinson : let@tiqué a la 6-OHDA. Nous avons mis
en évidence l'induction de 5 transcrits dans l@tstm du rat, et la répression de 9 transcrits
dans la substance noire, 24 h ou 7 jours aprgedtion. Les ARNm enrichis dans le striatum
ne sont pas régulés de la méme facon dans lesnded&les de la maladie de Parkinson, ce
qui laisse penser que des mécanismes cellulaiséaas sont mis en jeu lors de la réponse a

chacune des toxines.
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Dans la troisieme partie de cette thése, nous adéwsiué les prémices de la
caractérisation fonctionnelle Ajpat4 dont, d’aprés nos travaux, ’ARNm est exprimé slan
les cellules immuno-positives pour la tyrosine loygtase de la SNc et de I'ATV.
L'inactivation du géne chez la souris est en colsus avons d'ors et déja généré des
animaux hétérozygotesgpatd+/- Une premiere étude de ces animaux a mis en égden
profil d’expression spécifique Agpat4 dans le mésencéphale, et ceci des le stade
embryonnaire E11. L’étude des animaux homozygotesait nous permettre de déterminer
le r6le joué paAgpatddans cette région du cerveau, en étudiant notamimeensibilité au
MPTP des souris KO par rapport aux souris sauvages.

L’ensemble du travail présenté dans ce mémoireeolavrvoie a plusieurs axes de

recherche.

La caractérisation des transcrits

Elle comprend deux principales composantes : |@fgqtion des données d’expression
gue nous n‘avons pas encore analysées dans lesdsard I'étude fine du profil d’expression
des transcrits présélectionnésf. (publication n°2), notamment l'identification du pg

cellulaire dans lequel les marqueurs sont exprimés.

Etude approfondie des banques SAGE

SAGE fournit des données trés denses qui peuveatedploitées de nombreuses
facons. La possibilité de modifier & loisir lestéres de comparaison des banques nous offre
'opportunité de réaliser un grand nombre d’étudleserait notamment intéressant d’étudier
les transcrits moins abondants que ceux retenugsqgsacriteres, car ce sont aussi les moins
bien caractérisés. Par ailleurs, lors de notreyaralnous avons mis en évidence dans les
banques un grand nombre de tags « antisew$ stable 9), c'est-a-dire dont la séquence
correspond aux 10 ou 15pb en 3 du site GATC dmzZiyme d’ancrage sur le brin
complémentaire. Il est peu probable que leur ogiginit un artéfact, d’autant plus qu’il est
désormais admis qu’un grand nombre de genes de nf@msipossede des transcrits antisens
(Katayamaet al, 2005). De plus, ils seraient particulierement bmeux dans le systeme
nerveux, et leur action régulatrice commence toste) a étre appréhendée (Korneev &
O'Shea, 2005). Ces ARN antisens possedent deslspigxpression spatiotemporels
spécifiques, et modulent I'expression des genesiqongs dans des processus aussi variés que
la morphogenése cérébrale, la prolifération dekulesl souches, la réponse au stress, la
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polarité cellulaire, les fonctions cytosquelettiguéa survie neuronale, la maturation et la
plasticité synaptique (Korneev & O'Shea, 2005).tlde de ces transcrits antisens, apparait

donc cruciale dans la compréhension des fonctiérébcales.

Séquence

du tag WB O PrL Cg M S Ent CpuAch Th SN ATV Identification

secreted acidic cysteine rich

TGACCATTCC 19 2 2 1 1 1 3 1 8 7 46 24 Antisens de Sparc :
glycoprotein

CTGTCTGCAG 3 1 41 1 2 0 0o 0 1 8 6 Antisensde Sparcll  SPARC-like 1 (mast9, hevin)

CACTTTTATT 3 0 1 0 1 1 o0 0 0 7 4 Antisensde Scdl stearoyl-Coenzyme A desaturase 1

branched chain aminotransferase 1,

TAGRAGGCAC 3 2 0 4 5 0 1 0 1 0 7 8 Antisens de Beat1 —

TTACARATTT 0O 1 1 170 0 0 0 0 0 3 11 AntisensdeRet ret proto-oncogene

solute carmier family 6
TTCGTSCCAC: O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5 10 Antisensde SleGa?  (neurotransmitter transporter,
dopamine), member 3

Table 9. Tags « antisens » enrichis dans la substanoire et I'aire tegmentale ventrale.

Par ailleurs, il existe nombre d’ARN « sens » nodants polyadénylés transcrits sur
le génome des mammiféres (Carniatial, 2005). Une partie de ces ARN a été récemment
classée en tant que macroARN, ou longue régioncodante exprimée chez la souris
(ENOR) (Furunoet al, 2006). Certains loci ENOR produisent plusieursrmARN, tous

enrichis dans le cerveau.

Définition du type cellulaire dans lequel les trarits sont exprimés

En raison de la tres grande hétérogenéité cekuthircerveau, I'identification du type
cellulaire dans lequel les marqueurs sont expriagsarait critique pour définir leur réle
fonctionnel. Cette question a été abordée au cdarge travail pour des marqueurs du
mésencéphale par hybridation situ combinée a I'immunohistochimie. Cette approche
pourrait étre étendue a d’autres régions, et ddsutechniques pourraient étre développées,
comme la double hybridatiom situ combinant marquage isotopique et non-isotopique. |
serait alors possible de colocaliser I'expressi@ rbuveaux marqueurs avec celle de
marqueurs connus. Par exemple, dans le striatwis types de cellules pourraient étre
étudiés : les astrocytes caractéerisés par la présdun transporteur de glutamate GLAST

(Schmittet al, 1997), les neurones épineux de taille moyenngtarat sur le globus pallidus
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et exprimant I'enképhaline, et les neurones épindaxtaille moyenne projetant sur la

substance noire et le noyau entopédonculaire yquiireent la substance P.

Du transcrit a la protéine

Une des limites principales des approches transeonigues est qu’'une grande partie
des fonctions cellulaires est assurée au niveaudtennel ou post-traductionnel (Anderson
& Seilhamer, 1997). Il est donc nécessaire de pounes notre travail par une étude des
protéines, ce qui requiert la génération d’antisatpigés contre les protéines codées par nos
marqueurs. Tout d’abord, il est important d’expfola distribution des protéines dans le
cerveau, pour des raisons inhérentes a la struotéree du neurone ; il est en effet possible
gu’un gene transcrit dans le noyau code une p®ubistinée a la synapse. C’est par exemple
le cas deRasgrp2(RAS, guanyl releasing protein 2) (Kawasakial, 1998), dont TARNmM
est enrichi dans le striatum mais dont la protésteplus abondante dans les terminaisons des
projections striatales vers la substance noire gtdbus palliduscf. figure 39). Ensuite, des
anticorps permettent de déterminer la localisasigiocellulaire des protéines et constituent un
outil essentiel des analyses fonctionnelles, erawnffpar exemple la possibilité de contréler

inactivation d'un géne au niveau protéique, oucae pour suivre d'éventuelles

modifications post-traductionnelles.

Figure 39. Distribution différentielle de 'ARNm et de la protéine deRasgrp2 dans le
cerveau de rat. A.Hybridationin situ isotopique sur une coupe sagittale du cerveawatle r
montrant une localisation prédominante de 'TARNmMR#sgrp2dans le striatum et le bulbe
olfactif, avec un signal plus faible dans les autéggionsB. Marquage immunohistochimique
de RASGRP2 sur une coupe sagittale montrant le uagsgdu striatum et des projections
striatales, et le marquage intense du globus pallet de la substance noire, avec également
un marquage du bulbe olfactif et du tronc. La feed€signe le marquage des projections
striatales. Cb: cervelet; Cbn: noyau cérébelle® ; caudate-putamen; En: noyau
entopédonculaire ; GP : globus pallidus ; IC :icalls inférieur ; OB : bulbe olfactif ; OIf T :
tubercule olfactif ; Pn: noyaux pédiculopontins; @N substantia nigra pars reticulata ; Th:
thalamus.

D’apres Kawasaki et al., 1998.
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Etudes fonctionnelles

De nombreuses approches sont possibles pour a@actié fonction d’'un gene ou
d’'une protéine. Une approche « classique » eseiddte I'expression du gene, a I'échelle de
'organisme entier ou de la cellule en culture. Aimous avons déja entrepris I'inactivation
d’Agpat4chez la souris. Cependant, cette procédure tnggiest difficilement envisageable
a grande échelle. Aussi, I'étude de I'inactivat@nla surexpression des genes candidats dans
des neurones en culture parait-elle une alternattéeessante. L'approche pourrait consister
d'une part a développer des cultures neuronalegneapt nos marqueurs, et d’autre part a
mettre en place une stratégie d’ARNSsi et des vestde surexpression, pour éteindre ou
surexprimer les genes candidats. Les effets deackivation/surexpression des genes
pourraient étre déterminés en étudiant la morphelaes cellules €.g. influence sur
I'élongation des neurites en présence d’'un factieucroissance), la survie.§.influence de
'élimination du sérum dans le milieu de culturey d’'une irradiation), ou encore la
signalisation intracellulairee(g. influence sur I'état d’activation des protéinespliguées

dans différentes voies de signalisation).

La maladie de Huntington

Les mécanismes sous-jacents a la vulnérabilitéémfielle du striatum dans la MH
ne sont pas connus. On peut néanmoins envisagdudince d'un ou plusieurs facteurs
régionaux sur la survie des cellules exprimant datingtine mutante. Par exemple, des
niveaux importants de dopamine et la machinerieémudaire liée a celle-ci, dont les
récepteurs D2, pourraient jouer un réle majeur dansilnérabilité striatale (Charvin et al,
2005). Il est donc hautement probable que d’aytregtines préférentiellement exprimées
dans le striatum puissent étre impliquées dans ubaerabilité. L'analyse des effets de
linactivation ou de la surexpression des marquetr@taux issus de notre étude sur la
sensibilité des cellules striatales a la huntirggtmutée pourrait permettre d’identifier de
nouveaux mécanismes ou facteurs impliqués danot@gsus pathologique de la MH. Deux
modeles sont notamment envisageables pour réalttr étude : un modele cellulaire de
cultures neuronales infectées par un lentiviruda(2a al, 2005), et un modéle utilisant les
vecteurs lentiviraux chez le rat (de Almeida al, 2002). Ce dernier modele a déja été
employé avec succés pour déterminer le réle dérdiftes protéines dans la MH (Paedal,
2006). L'approche consisterait a injecter danstiateam du rat un mélange de vecteurs
codant la huntingtine mutée, et de vecteurs déaiémactivation ou la surexpression des
génes candidats. L'injection d'un troisieme type decteur, codant la GFPG(een
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Fluorescent Protei)) pourrait permettre de mesurer la survie deaulesl] potentiellement
réduite ou prolongée par linactivation ou la symession du gene candidat. Ceci pourrait
avoir deux conséquences directes : le développedeenbuveaux marqueurs diagnostiques et

I'identification de possibles cibles thérapeutiques
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ANNEXES

DISSECTION DES REGIONS CEREBRALES

Apres anesthésie au pentobarbital sodique (180 geyfmasse corporelle), les souris
males C57BL/6 de 10 a 12 semaines sont décapltiéeserveau prélevé est immeédiatement
rincé dans du PBS 1X et disposé dans une matrigej@ones rats placée sur un lit de glace,
dans laquelle il est segmenté transversalemenb@mes d’'une épaisseur de 1 neh figure
40a). Pour les régions de petite taille, des tragae 3 mm sont réalisées dans la matadte (
figure 40b). Ces sections sont ensuite découpéessfiplement au Vibratome (Oxford®) en
tranches de 300 um d’épaisseur.

Toutes les régions sont disséquées au scalpel lsaps binoculaire (Zeiss®), a
I'exception de l'aire tegmentale ventrale qui estlgvée a I'aide d’'un punch de 0,53 mm de
diameétre (Stoelting Les frontiéres des différentes régiont figure 41) sont estimées en se
référant a I'Atlas de Paxinos et Franklin (Paxirz)1).

Les prélevements d’'une méme région cérébrale sm#emblés et broyés dans un
homogénéisateur de Dounce contenant une solutioatulé&nte pour I'extraction des ARN
totaux (Chomczynski & Sacchi, 1987). Pour génées banques SAGE, la solution

dénaturante est accompagnée d’'un tampon de lydddiridation (Dynabeads mRNA Kit,

Dynal®) afin d’extraire des ARNm polyadénylés. Les lysaist conserves a -80°C.
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Figure 40. Position des lames dans la matrice pola dissection des régions cérébrales.
A. Position des coupes sur lesquelles sont réaliegéatissections des cortex cingulaire (Cg),
moteur (M), somesthésique (S) et entorhinal (Edt), caudé-putamen (CPu), du noyau
accumbens (Acb) et du thalamus (Th). Les coupesesqguelles sont prélevés I'hippocampe
(Hip) et le cervelet (Cb), utilisés lors des expades de qRT-PCR, sont également indiquées.
B. Positions des coupes de 3 mm qui seront trangiléesinement au vibratome en section
de 300 pm pour la dissection des régions suivari@stex orbitaire (O), prélimbique (PrL)

et entorhinal (Ent), substance noire (SN) et @gententale ventrale (ATV).

Cortex prélimbique Cortex cingulaire

£y

“moteur moteur

Aire tegmentale varitln ok e ariina)

Figure 41. Représentation des régions disséquéesipta génération des banques SAGE
et la gRT-PCR.
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Il GENERATION DE LA BANQUE LONGSADE DE SUBSTANCE NOIRE

[1.1 Purification des ARNm.

Le lysat tissulaire est obtenu frais ou conserve88°C dans 700ul de tampon de lyse et
d’hybridation (Dynal®). La purification est réals@ar affinité : les extrémités polyadénylées
des ARNm sont hybridées sur des oligo(dT) liésad@ii covalente a des billes magnétiques
(Dynabeads®dT),s). L'étape de fixation des ARNm aux billes est salig’'une série de huit

lavages. La totalité des ARNm fixés aux billesdesttinée a la synthese d’ADNCc.

Equipements et réactifs :

* Tissu d'intérét

« Kit Dynabead mRNA direct (Dynal, ref 610-11) cordenles billes magnétiques oligo (df)le tampon de
lyse et les tampons de lavage

 Portoir aimanté pour concentrer les billes

e Tampon pour reverse transcription (RT) 5X (Tris-26DmM (pH 8.3), KCI 375mM, MgGIl15mM) fourni
avec le kit de synthése de '’ADNCc (cf protocole 2)

 Glycogene pour biologie moléculaire

Méthode :

1. Effectuer la lyse de I'échantillon de tissu dan§d@e tampon de lyse et d’hybridation avec 60ug de
glycogene.

2. Introduire 6Qul de billes magnétiques dans un tube de 1.5ml.

3. En utilisant le portoir magnétique, éliminer le ageant et ajouter le lysat tissulaire (@O
Vortexer et incuber 10min a température ambianta permettre I'hybridation des ARNm sur les
oligos(dT).

4. Placer le tube sur le portoir magnétique, élimieesurnageant et effectuer les lavages suivants : 2
fois avec 500l de tampon de lavage contenant du lithium dodsalghate (LiDs), 3 fois avec 4QD
de tampon de lavage puis 2 fois avec | #0fe tampon RT 1X. Transférer dans un tube propre e
rincer 1 fois avec 2Q0 de tampon RT 1X. Eliminer complétement le tampen passer
immédiatement au Protocole 2.

II.2 Synthése de I'ADNCc et clivage par I'enzyme d’ancragSau3Al .

Le premier brin d’ADNc est synthétisé en utilisgoiur amorce I'oligo(dT) fixé sur
les billes magnétiques. Pour cette étape, il estmenandé d'utiliser 'enzyme Superscript I
M-MLV RT (Virlon et al, 1999). La réaction de synthése du second brirréadisée en
présence deaf’P]JdCTP (6000 Ci/mmol) ce qui permet de mesurer dantjté d’ADNc
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générée. La synthése des ADNCc est suivie de sepda. A chaque lavage, la quantité de

radioactivité non incorporée diminue dans les sgeaats. En revanche, I'ADNc fixé aux

billes est radioactif.

L’ADNc obtenu est clivé par I'enzyme de restricti@aBAl qui coupe au motif

GATC. Apreés digestion, le surnageant est prélevieebilles sont lavées puis séparées en

deux aliquotes. Le surnageant est conserve poculeala quantité dADNc 5’ qu’il contient.

Equipement et réactifs :

Kit de synthése d’ADNc (Invitrogen réf 1827-013ntenant tous les tampons et enzymes nécessaires pou
la synthése du premier et second brin d’ADNc

[a*?P]dCTP & 6000 Ci.mmdl

TEN (10mM Tris-HCI pH 8.0, 1mM EDTA, 1 M NaCl)

Endonucléase de restricti@aBAl 4 U.ul™ (New England Biolabs, ref 169L) fourni avec du am de
réaction 10X et de la BSA purifiée 100X (10 mgnl

Bains a 42°C, 37°C et 16°C

Compteur Geiger

Méthode:

1. Resuspendre les billes dangill@e tampon de réaction RT 1X, incuber 2 min & 42°C

2. Placer le tube 1min a 37°C. Ajouter l@u mélange suivant : 447 d’eau traitée au DEPC, 3ibde
tampon RT 5X, 1,25 de dNTP 10mM, 2,4l de DTT 100mM, 1,54l de reverse transcriptase MMLV.

3. Incuber 1 h a 37°C et mettre sur glace.

4. Préparer le mélange suivant sur glace : |@8i%au-DEPC, 3,8l de dNTP 10mM, 3@l de tampon de
réaction second brinpBd’[a*P]dCTP, 4,4 de E.Coli DNA polymérase |, 14l de E.Coli RNase H,
1,1ul de E.Coli DNA ligase, 1l de glycogéne pig.ul™.

5. Ajouter 138l du mélange au tube et incuber a 16°C sur une @Goitserver le reste du mélange pour
mesurer sa radioactivité et calculer I'activité sfigue du dCTP.

6. Laver les billes pour éliminer B*P]dCTP non incorporé : 4 fois avec 200de TEN + BSA
(0,2mg.mt" final), 3 fois avec 20@ de mixSawBAl 1X + BSA (0,1mg.nif final). Vérifier au compteur
Geiger que le dernier éluat n’est plus radioactifitrairement au matériel lié aux billes.

7. Ajouter sur les billes le mélange suivant uB&8'H,0, 1Qul de mixSawBAl 10X, 1ul de BSA 100X, 2l
deSawBAl. Incuber 2 h a 37°C en vortexant régulierement.

8. Placer 5 min sur glace.

9. A l'aide du portoir aimanté, oter le surnageant qontient les extrémités 5'des ADNc. Laver avec
200ul de mixSaBAIl 1X + BSA a 0,1mg.nt final. Pooler le surnageant avec le premier, eseover
pour mesurer le rendement de la synthése du sdxond

10. Resuspendre les billes dans gdde TEN + BSA (0,1mg.r final).

[1.3 Quantification des ADNc synthétisés.

La quantité de second brin d’ADNc formée est caleuén utilisant 1§?P] dCTP

comme traceur radioactif. Plus précisément, la tii¢gatotale d’ADNc formée est estimée en

184



mesurant la radioactivité incorporée dans les mités 5’ (libérées dans le surnageant apres

digestion paSalBAl).

La quantité d’ADNc contenue dans le surnageantastlée selon I'équation :

Activité incorporée (@px 4 (pmol dNTP/pmol dCTP) x 2
Activité spécifique du dCTP* (cpm/pmol) 3 (pmol dNTP/ug)

- Activité incorporée = activité incorporée dandDNc libre (5) obtenu apres digestion
SawBAl.

- Activité spécifique = activité introduite dansr@action de synthése du second brin divisée
par la quantité de dCTP froid dans le méme volume.

- Facteur 4 => pour chaque dCTP* compté, 4 nuaéstien moyenne sont incorporés dans
’ADNCc.

- Facteur 3030 => pour la conversion de pmol en pg.

- Facteur 2 => pour déterminer la quantité d’ADNiblie brin.

[I.4 Liaison des adaptateurs.

La quantité d’adaptateurs introduite dans chaqgaetibm aliquote est indiquée en
table 10. Elle est dépendante de la quantité d’ADflisée pour générer la banque.
Afin de favoriser leur ligature cohésive avec leg@nmités libres des ADNCc, les
adaptateurs ont subi deux modifications chimiquese: phosphorylation en 5’ et I'ajout
d’'un squelette carboné (C7) en 3'. Les séquenaaplétes des adaptateurs sont indiquées

en figure 42.

Les sept lavages effectués sur les billes apgasulie ont pour but d’éliminer I'exces
d’adaptateurs qui ne sont pas liés aux ADNc. Latanimation de la banque par les
séquences d’adaptateurs, et donc la rapidité disitign des données dépend de la qualité
des lavages réalisés a cette étape du protocolefféna la suite des amplifications PCR, une

guantité méme infime d’adaptateurs libres sera didgplde facon trés significative.
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Quantité d’ADNc total Quantité d’adaptateurs

0,134 pg 0,4 pmol

Table 10. Quantité d’ADNCc total calculée, et quanté d’adaptateurs utilisée en
conséqguence.

Adaptateur A :
5 GCCAGGTCACTCAAGTCGGTCATTCATGTCAGCACAGGTCCGAC ¥

3’ amineC7 — CGGTCCAGTGAGTTCAGCCAGTAAGTACAGTCGTGTCCAGGCTGCTAG-P %

Adaptateur B :
5 TGCTCAGGCTCAAGGCTCGTCTAATCACAGTCTAAGGTCCGAC 37

3’ amineC7 — AGCAGTCCGAGTTCCGACGAGATTAGTGTCAGATTCCAGGCTGCTAG-P 5

Figure 42. Séquences des adaptateurs A et B pourpeotocole LongSADE.En vert : le
site de reconnaissance de I'enzyme d’étiguetddmd. En rouge: la séquence
complémentaire au site de restriction de I'enzynmienatage SalBAI. Les extrémités
cohésives des adaptateurs sont phosphorylées eh i, squelette carboné C7 est ajouté en
3.

Equipements et réactifs :

« Adaptateurs A et B & 0.5pmoljul

* TEN, TE, IoTE (3mM Tris-HCI pH 7.5, 0.2mM EDTA)

e Tampon New England Biolabs 4 10X et BSA 100X

T4 DNA ligase 5U.jif(Invitrogen, ref 15224-041), mix ligase 5X, ATP 10im
» Bains a 45°C et 16°C

Méthode :

1. A lissue du Protocole 2, laver les billes 2 foisa 20Qu de TEN + BSA (0,1mg.ri final), puis les
resuspendre dans 200ul du méme tampon. Sépareilléssen deux aliquotes de 140 la premiére
sera liguée a I'adaptateur A (fraction A) et las®te a I'adaptateur B (fraction B).

2. Laver 3 fois chaque tube avec p0@e TE + BSA (0,1mg.rl final) glacé. Réduire progressivement le
volume a 20ul.

3. Enlever la totalité du TE + BSA et ajouter immédmaent dans chaque tube 0.4pmol de I'adaptateur
approprié (volume final = i8) puis 4ul de mix ligase 5X. Incuber 5min a 45°C puis 15nain
température ambiante. Transférer les tubes sue glac

4. Ajouter dans chaque tub@l2’ATP 10mM et Jul deT4 DNA ligase. Incuber la nuit a 16°C.

5. Laver les billes 4 fois avec 2A0de TEN + BSA (0,1mg.ri final), éliminer la moitié du surnageant
(100ul), resuspendre soigneusement les billesaeptes fractions A et B dans un tube propre. k&ve
fois avec 2001 NEB 4 1X + BSA (0,1mg.mt final). Lors du dernier lavage, réduire progresgient le
volume (200, 150, 100, puis 50pl).

6. Passer immédiatement au Protocole 4 ou consed®e.a
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1.5 Clivage par 'enzyme d’étiquetageMmel et formation des ditags.

Apres digestion pakMmd, les tags d’ADNc (15 pb) liés aux adaptateurs 8% sont
libérés. La plus grande partie des ADNc reste dassonciée aux billes. La radioactivité
incorporée dans la fraction 3' des ADNc peut étresanée directement sur les billes par
comptage Cerenkov, ce qui permet d’estimer la giéade matériel perdue au cours des
lavages.

La ligature des tags est réalisée directementesurdxtrémité cohésive. En effet, les
extrémités obtenues apres clivage pand sont débordantes en 3’ (figure 43). Il serait
envisageable d'obtenir des bouts francs en faisgit une exonucléase. Cependant, le
raccourcissement des tags provoquerait une part®hation, alors qu’un des objectifs de
la méthode LongSADE est précisément d’augmentenigueur des tags.

Les deux fractions aliquotes de tags liés aux adeynts sont mélangées et mises en

condition de ligature en présence de I'enzyme TADase.

5’...TCCPu AChnnnnnnnnnnnnnnnnnnn...3’
3’...AGGPy TGhnnnnnnnnnnnnnnnnn...... 5’

I

Figure 43. Sites de restriction de I'enzym& mel.

Equipements et réactifs :

Mmel (2Uul™), SAM (s-adénosyl méthionine, cofacteur) 0.5mN\ipan NEB 4 10X, BSA 100X
Phenol/Chloroform/Isoamyl Alcohol (PCI)

Acétate d’ammonium 10M

T4 DNA ligase (5Uul™). Tampon de ligature 5X

Ethanol 100% et 75%

Bains & 37°C et 16°C
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Méthode :

1. Eliminer le surnageant et ajouter 10@du mélange suivant sur les billes : 49,8'H,0, 1ul de NEB 4
10X, 1Qul de SAM 0.5mM, 0.8l deMmd & 2Upl™. Incuber 2h & 37°C.

2. Récupérer le surnageant dans un tube 1,5ml prdprecer deux fois avec b de TE + BSA a
0,1mg.m!* final. Rassembler les surnageants (2% final).

3. Resuspendre les billes dans 20ul d’'H20 et transiéréube de billes dans une fiole de comptage.
Effectuer un comptage Cerenkov.

4. Ajouter 250ul de PCI et 60 g de glycogene aux surnageantsexfnriigoureusement puis centrifuger
10min & 12.000 g, 4°C. Transférer la phase aquédase un tube propre.

5. Ajouter a la phase aqueuse fiPSI'acétate d’ammonium 10M, puis 1315d’éthanol 100% (High
Ethanol concentration, condition de précipitatipéafique aux ditags). Centrifuger 20min a 15 000g,
4°C.

6. Rincer le culot deux fois avec 4@0d’éthanol 75% glacé. Sécher le culot sous videstispendre dans
6ul de LOTE (Tris 3mM, EDTA 0,2mM).

7. Ligaturer les tags pour former les ditags en ajuuggul de mix ligase 5X, fil ATP 10mM, Jul T4
DNA ligase (5Upl™). Incuber une nuit & 16°C puis ajoutep®DoTE.

1.6  Amplification PCR.

Deux seéries d’amplification sont réalisées. La péeen série de PCR (figure 44)
permet de déterminer le nombre optimal de cyclesnglification : différents nombres de
cycles sont testés sur une petite partie (2 %) rddyit de ligature. Le nombre de cycles
choisi dépend évidemment de la quantité de matdeielepart.

La forme moléculaire majoritaire a une taille eccad avec celle du produit
d’amplification attendu (132 pb). A 27 cycles, leagment de 132 pb est enrichi
comparativement aux produits d’amplification nogafiques, qui ne correspondent pas aux
ditags.

Apres 27 cycles d’amplification a grande échel® (réplicas), la construction
moléculaire compléte (102 pb d’adaptateurs et 3@ehlitag) est purifiée sur gel d’agarose
3% (figure 45), puis soumise a une deuxieme séamplification de 10 cycles, nombre de
cycles optimal préalablement déterminé (figure 280 réactions de PCR sont ainsi réalisées
sur ’ADN purifié sur gel d'agarose.

Aprées amplification, ’'ADN issu de cette PCR prégiaire est fractionné sur un gel de

polyacrylamide 12% (figure 47).
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Sans Sans Substance
ADN ligase noire

€ Nombre de cycles

Figure 44. Détermination du nombre optimal de cyclepour I'amplification des
ditags. Apreés ligature, 24 a 30 cycles de PCR sont effacho@ir amplifier les ditags générés
a partir de la substance noire. Pour chaque c8étedu produit d’amplification sont déposés
sur gel d’agarose 3%. La migration du marqueur aiket(ADN 123 pb, Invitrogen) est
indiquée a gauche.

140 pb

100 pb

Figure 45: Purification du fragment d'intérét de 13 pb sur un gel préparatif.
Les contenus d’'une dizaine de tubes de PCR sm#nmddés et déposeés sur gel (agarose 3% a
bas point de fusion). Le gel est révélé sous U\espoloration au bromure d’éthidium. La
fleche indique la position de la bande découpéemigration du marqueur de taille (ADN
10 pb, Invitrogen) est indiquée a gauche.
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Nombre de cycles

7 10

123 pb

Figure 46. Détermination du nombre optimal de cycle pour la réamplification
des ditags Cinétique de réamplification des ditags a 4, 0,et 13 cycles de PCR. Des
fractions aliquotes (8%) des produits d’amplificatisont analysées sur gel d’agarose 3%
coloré au bromure d’éthidium. Le produit attenddafatateur + ditag) fait 132 pb.

Figure 47. Purification du fragment d’intérét de 12 pb issu de la deuxiéme série
de PCR.Les produits PCR sont mis en migration dans urdgglolyacrylamide 12%. Le gel
est révélé sous UV aprés coloration au SYBR Gredra Ifleche indique la position de la
bande découpée.
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Equipements et réactifs :

e Thermocycleur (Hybaid ®)

« Réactifs de PCR: Taq polymérase (Promega), amaic@€®pmoll™, tampon PCR 10X (Promega),
1.25mM dNTP, 25mM MgGl

* B-Agarase et tampon de réaction 10X (New EnglandaBg) ref 392L)

e Tampon de réactioalBAl et BSA 100X

« Agarose a bas point de fusion (Invitrogen ref 15622)

e TBE 10X (1.12M Tris, 1.12M acide borique, 20mM EDJTA

» Matériel pour électrophorese sur gel vertical (p&gj20 x 20cm, espaceur 1.5mm et peigne préparatif)

* Marqueur de taille 10bp

e Tampon de charge au bleu de bromophénol (bleu dendphénol 0.125%, Ficoll 400 10%, EDTA
1.25mM)

Méthode :

1.

10.
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Préparer le mélange suivant (proportions pour E)tutful de tampon PCR 10X, 18 de MgCh
25mM, 8ul de dNTP 1.25mM, 2.5l de chacune des deux amorceqyl2PH 0. Distribuer 4@l par
tube et ajouter|@ d’échantillon d’ADN, de témoin négatif sans ligasu d’'H20.

Transférer les tubes dans le thermocycleur et imcBbmin a 80°C (conditions de « hot start »).
Ajouter dans chaque tube fDdu mélange suivant : 44 d'H,O, 5ul de tampon PCR 10X, @l de
Taq polymérase (5U/ul).

Effectuer la PCR aux températures suivantes : I’E, 30s a 58°C et 45s a 68°C (7 cycles), puis
30s a 95°C et 1 min 15s & 68°C (17 a 23 cycles).

Analyser 8 ul de chaque réaction sur gel d’agaBésen utilisant le marqueur de taille 10 pb.

Si le signal est satisfaisant, réaliser 50 réastamalogues. Répartir la totalité des produits EaRs

10 tubes de 2ml (1ml par tube). Ajouterpy80de glycogéne dans chaque tube. Extraire au PCI.
Récupérer la phase aqueuse et précipiter ’ADN gastrifugation aprés avoir ajouté 0.1 volume
d’acétate de sodium 3M et 1 volume d’isopropanatég! Rincer le culot a I'éthanol 75% puis sécher
sous vide. Suspendre I'ensemble du matériel dabl 5@ TE et 12l de tampon de charge.

Réaliser I'électrophorése préparative sur gel egrti’agarose a bas point de fusion 3%. La mignatio
s’effectue sur 3h.

Couper le fragment a 132pb et placer les morceagatbse dans un tube 2ml. Ajouter 0.1 volume
de tamporf3-Agarase 10X, incuber 10min a 70°C puis 10min aCA6t ajouter |g3-Agarase (6ul
pour 200mg de gel). Incuber 1h30 a 40°C. Ajoutarg3fle glycogéne dans chaque tube. Extraire au
PCI et précipiter a I'isopropanol comme précédentmeaver deux fois a I'éthanol 75%, sécher sous
vide et reprendre le culot dans 4i2@e TE.

Aprés détermination du nombre optimal de cyclesnglfication (10 en regle générale), réaliser une
PCR a trés grande échelle (270 réactions) amed’BDN en suivant les points 1 a 4 du protocole.
Rassembler les produits PCR dans des tubes deExtnhire au PCI et précipiter a I'isopropanol
(étape 6). Reprendre les culots danspd2H20 et 50ul de MixSalBAI 10X et passer au Protocole
6, ou dans 500ul de TE et 125ul de tampon de chsirgae purification sur acrylamide apparait
nécessaire.



II.7 Isolement et concaténation des ditags.

Les fragments de 132 pb amplifiés sont soumis @idia deSalBAIl afin de séparer
spécifiguement les ditags des adaptateurs. Lesujpsode digestions sont séparés sur gel
polyacrylamide 12% (figure 48). Les fragments cgpandant aux ditags sont découpés,
purifiés et quantifiés (figure 49). La quantité ditsmgs est estimée a 50 ng/ul pour la banque
de substance noire.

La concaténation est effectuée en présence de T IQkse (3h a 16°C). La quantité

d’enzyme utilisée pour réaliser la ligature dépdada quantité de ditags a concaténer.

WO ST | hEeslennslessseste i

Digéré 1 fois ——— AGGC TR T4 0 DD C RO 0O 00000000000C0CTAG
Adaptateurs ———

Ditags e GATCO0OE0NE0NDHEO00000000000000

Figure 48. Purification des ditags.Aprés digestion (avec purification préalable du
fragment de 132 pb réamplifi€é), les produits soBpasés sur un gel préparatif de
polyacrylamide 12%Le gel est visualisé sous UV apres coloration aBRYGreen |. La
nature des différents produits est indiquée sudrdate, la migration du marqueur de taille
(ADN 10 pb, Invitrogen) a gauche.
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64ng 32ng 16ng 8ng 4ng 2ng € Gamme ADN

0.8ul 0.16p1 0.032pl 0.064pL € Banque Substance noire

Figure 49. Quantification des ditags par la méthode« Ethidium Bromide DOT

Quantitation ». Les intensités de fluorescence du BET de diffésediieitions des ditags sont
comparées sous UV a 305 nm avec celles d'une gadtaien d’ADN du phaga digéré par

BstEll.

Equipements et réactifs :

* SawBAIl (4U.ul"), tampon de réaction 10x et BSA 100X

» TAE 50X (Tris 2M, acide acétique 57%, EDTA 50mM)

» Gel de polyacrylamide 12% : 53,6ml d®, 24 ml de polyacrylamide 40%(19:1 acrylamide;kispml de
TAE 50X, 80Qul persulfate d’'ammonium 10%, §9 TEMED

» ADN etalon 10pb , SYBR Green | stain (FMC bioproguef 50513)

» Matériel pour électrophorese sur gel vertical (pgj20 x 20cm, espaceur 1.5mm et peigne analytique)

« T4 DNA ligase 5Uul™, tampon de ligature 5X, ATP 10mM

e Tampon de charge au xyléne cyanol (xyléne cyari@3%, ficoll400 10%, EDTA 12.5mM)

e SpinX microcentrifuges tubes (Costar, ref 8160)

Méthode :

1. Sauvegarder 1ul du matériel. Ajouter 6ul de TEdtd SB X5 et congeler a —20°C. Il sera déposé
ultérieurement sur gel d’agarose.

2. Sur le reste de I'échantillon (469ul), ajouter HgIBSA 10mg/ml et 25u! dBawBAI (4U.ul?). Incuber
a 37°C a l'étuve.

3. Controler la digestion paBawBAl apres 3h dincubation : analyser 1upl du matérien digéré
(sauvegardé au point 1), 1pl et 3ul du matérieddigparSaBAl (utiliser le bleu de bromophénol et le
xyléne cyanol pour I’ADN non digéré et digéré, resiivement) sur gel d’agarose 3%. Une fine bande
correspondant aux ditags isolés doit étre visihle alentours de 30pb. Dans ce cas, poursuivre la
digestion sur la nuit.

4. Ajouter 1251 de tampon de charge (xylene cyanol) aux prodigtgligestion et déposer sur un gel
vertical de polyacrylamide 12% en TAE 1X. La migwatest effectuée a 30mA jusqu’a ce que le bleu
de bromophénol soit a 12cm des puits.

5. Transférer le gel dans une solution de SYBR Greleé du 1:10 000 dans du TAE 1X. Placer sur une
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balancelle pendant 20min. Visualiser sous UV.



6. Couper la bande correspondant aux ditags isolégl{B@t transférer les fragments d’acrylamide dans
des tubes de 0.5ml au fond percé. Placer ces dermi#éns des tubes de 2ml et centrifuger 5 min a
10 000g. Préparer le tampon d'élution suivant pooaque tube : 476 de LoTE, 2%l d'acétate
d’ammonium 10mM, Ag de glycogéne. Ajouter 250ul de tampon d’élutiansl chaque tube et
centrifuger a nouveau. Jeter les tubes 0.5ml etitefjole reste du tampon dans les tubes 2ml
directement. Incuber une nuit & 37°C sous agitation

7. Le lendemain, déposer 20ug de glycogéne au fortbdebes a centrifugation Spin-X (le contenu de
chaque tube 2ml est réparti dans deux tubes Spiedtrifuger 5 min a 15.000g, 4°C. Rassembler les
phases aqueuses de facon a constituer des édvamntidle 800ul environ. Extraire au PCI, puis
précipiter a I'éthanol (conditionBigh concentration ethanol precipitatipnLaver 2 fois a I'éthanol
75%, sécher au dessiccateur et rassembler toaalt#s dans 15ul de LoTE.

8. Mesurer la quantité de ditags purifiés par la mé¢hea Ethidium Bromide DOT Quantitation », en
utilisant 1pl de I'échantillon.

9. Ligature des ditags en concatémeres : pour 10uDN Aajouter 3.4 de tampon de ligature 5X, Jul7
d’ATP 10mM, 1.71l de T4 DNA ligase (5Wil™). Incuber au moins 3h & 16°C.

10. Apreés ligature, ajouter 30ug de glycogene et 28@UTE. Extraire au PCI, récupérer la phase aqueuse
et précipiter avec 100ul d'acétate d’'ammonium ek d'éthanol absolu. Rincer 2 fois a I'éthanol 75%,

sécher au dessiccateur et reprendre le culot darisdé TE

[1.8 Purification et clonage des concatémeres.

Juste avant de les déposer sur le gel, les coneeéraont chauffés 5 min a 45°C afin
de séparer les extrémités cohésives libres, afivitdr la présence de molécules circulaires.

Les profils de migration des produits de concaiénafgel de polyacrylamide 8%)
révelent une trainée s’étalant de quelques cemstainglusieurs milliers de paires de bases
(figure 50). Les concatémeres sont découpés dayed te facon a générer deux fractions : les
fragments « courts » de taille comprise entre 40@tp700 pb, et les fragments « longs » de
taille supérieure a 700 pb. La banque est génépgetat des fragments les plus longs, plus
difficiles a cloner mais plus informatifs.

Les concatémeres sont clonés dans le vecteur piBipied linéarisé paBanHI et
déphosphorylé apres traitement a la phosphataaknal¢figure 51). Les cellules compétentes
utilisées doivent permettre d’obtenir une grandécadité de transformation>(5 x 10
transformants. Ht’ADN superenroulé). L'efficacité de transformatimbtenue pour la

banque de substance noire est donnée en table 11.
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2323 pb

702 pb 622 pb
527 pb

404 pb

307 pb

Figure 50. Profil de migration des produits de conaténation. La migration est
réalisée sur gel vertical de polyacrylamide 8%.&Spmigration, le gel est coloré au SYBR
Green | et visualisés sous UV a 305 nm. Les postides marqueurs de tailles sont

indiquées : a droite pour pBR digéré pésp, a gauche poux digére paBsiEll.

f1 (+) origin 135-441

p-golacdosidase a-frogment 460-816
multiple cloning site 653-760

loc promoter 817-938

pUC origin 1158-1825

ampicdillin resistance (bla) ORF 1976-2833

ISK (+)

3.0 kb

pUC ori

pBluescript Il SK (+/-) Multiple Cloning Site Region
{(saquance shown 598-826) o v s
Fl:d:)lcﬂl Accl
i Titemder o, Kee | ol sﬂ‘l

|
nmmwm:mﬂg GAGOGCOCGTAAT ACGAC TCAC TATmU.}_GAATTmﬂTAG: aeGeccecee TmﬁOGT CGAC.
#1370 primar barding oh T7 prime brding ule Kpime = ding ""

Mgt |
nmm Smal 11 Spal ol ﬁqu Blnxlslm:ll Socl

1
.00 TATCGATAABCT TGATATC ‘I'TC&T CI:MADC@ WATCCACTAGT TC TAGAGCOGCCGOCACCOCOGTGGAGCTC. . .
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T3 Promoler Bl d c-frogment

1
. .CAGCTTTTGTTCCCTT TAGTGAGGGTTAATTGOOCGCT TOGCATAATCATGGTCATAGCTGTT TCC
13 prmaer binding ule “MA13 Reveria primar binding ate

Figure 51. Vecteur pBluescript Il SK (+/-). Le plasmide est linéarisé par 'enzyme
de restrictionBanHI puis traité a la phosphatase alcaline. La ligatdes concatémeres est
réalisée au niveau du site multiple de clonagesdargéne LacZ. Le plasmide contient un
géene de résistance a I'ampicilline.
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Colonies recombinantes

Concatémeres 0.4-0.7 kb 55 200
Concatémeres > 0.7 kb 74 089

Table 11. Efficacité de transformation des cellutesnpétentes XL10 gold par les

concatémeres clonés dans pBluescript 1.

Equipements et réactifs :

» Matériel pour électrophorése sur gel vertical (pgj20 x 20cm, espaceur 1.5mm et peigne analytique)
» Gel polyacrylamide 8% : 61.6 ml d>@, 16ml de polyacrylamide 40% (37.5:1 acrylamide®,bl6ml de
TAE 50X, 80Qul de persulfate d’ammonium 10%, |§3%le TEMED

ATP 10 mM

e Marqueur de taille pBRIspl et Bstdl

T4 DNA ligase 1Uul™ (Invitrogen, ref 15224-017) et tampon de réactin
pBluescript Il, linéarisé avec BamHI et déphospkbory
E.Coli XL10gold ultracompetent cells® (Stratagen, ref Z8@)1

Méthode :

1. Incuber I'échantillon 5min a 45°C puis charger @atité dans un puits d'un gel analytique de
polyacrylamide 8%. Faire migrer a 30mA jusqu'acee le bleu de bromophénol soit a 10-12cm du
puits.

2. Colorer le gel dans du SYBR Green (comme décris dafProtocole 6) et visualiser sous UV.

3. Les concatémeres forment une trainée sur le gelowper les régions contenant des ADN de taille :
comprise entre 0.4kb et 0.7kb, 0.7kb et 2kb, sepéei a 2kb. Purifier séparément les ADN de chacune
des fractions de la méme facon que dans le Pradcol

4. Reprendre les culots dangl425ng) de pBluescript Il linéarisé pBanH| et 3ul d’eau. Chauffer 5min
a 45°C et mettre sur glace.

5. Ajouter 2ul de tampon de ligature 5Xplld’ATP 10mM et 1l de T4 DNA ligase 1Wl™. Laisser une
nuit a 16°C.

6. Ajouter 2Qug de glycogene et 28bde LOTE et extraire au PCI. Précipiter a I'éthiamimcer deux fois
a I'éthanol 75%, sécher sous vide le culot et @@sodre dans 12 de LoTE.

7. Transformer les.Coli XL10 gold ultracompetent cells® avecpP du produit de ligature selon les
recommandations du fabricant. Etaler différentaums (i, 10ul, 20ul) sur milieu LB supplémenté
en ampicilline, Xgal et IPTG. Incuber 15-16h a 37&bnserver le reste du produit de transformation
dans du glycérol (16% final) a —80°C.

8. Compter la proportion de colonies pour lesquellesédrtion a eu lieu (clones blancs) et celle pour

lesquelles il n'y a pas eu d’insertion (clones b)elLa proportion de clones blancs doit étre sepée a
50% et la quantité de colonies blanches >10 000.
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1.9 Séquencage des concatémeres.

Le séquencage des concatémeres est en partigéraaliaboratoire, afin d’estimer la
gualité de la banque avant séquencage a granddeéaleGénoscope. Les réactions de
séquences sont effectuées sur des mini-préparatidbeN, en suivant le protocole du Kgig
Dye™ Terminator Cycle SequencirfRef 4303153 ; Applied Biosystems). Les concat@seér
sont ensuite séquenceés par le séquenceur 377 XL Aniddyser (Applied Biosystems).

Au Génoscope, le séquencage est réalisé a grataslee (plusieurs milliers de

minipréparations d’ADN) par le séquenceur 3730XLAANalyser (Applied Biosystems).

197



1 HYBRIDATION IN SITU

[ll.1 Synthése des ribosondes

Equipements et réactifs

» Kit de transcriptionn vitro (Riboprobe combination system t3/t7, Promega, P1450
» Digoxigenin-11-UTP (Roche, ref 1 209 256)
« Baina37°C

Méthode

1. Préparer 12 pl du mélange suivant : 4 pl de tan§6n2 pl de DTT 100 mM,
1 plderGTP 10 mM, 1 ul de rATP 10 mM, 1 ul de RCIO mM, 0,65 pl de rUTP
10 mM, 0,35 pl de DIG-11-UTP 10 mM (Roche), 1 plRNasin 40 U/ pl, 1 pl de
T7 ou T4 RNApol,

2. Ajouter environ 1 pg de matrice ADN et complétee@wde I'eau propre jusqu’a
20 pl.

3. Incuber2ha37°C

4. Ajouter 2 ul de Dnase RQ1 par réaction (2 U/ pahatber 15 min a 37°C

5. Contr6ler la transcription comme suit : prélevaullde la réaction, ajouter 5 pl
d’eau et 3 ul de SB 5X. Dénaturer 3 min a 65°Clatgy immédiatement dans la
glace. Déposer sur gel d’'agarose 0.8 % et révéles BV.

6. Traiter le reste de la réaction comme suit : Ajpdf@0 pl TE (Tris 10 mM, EDTA
1 mM) puis, sous la sorbonne 122 pg.(1 volume) de PCI

7. Vortexer puis centrifuger 10 min a 11.000 g, terapée ambiante

8. Récupérer la phase aqueuse dans un tube proprg o 1

9. Ajouter 10 ul de LiCl 4 M (0.3 M final) et vortexer

10. Ajouter 300 pul d’EtOH 100% froid et centrifuger B8n a 15.000 g, 4°C

11. Laver 2 fois avec EtOH 75% et centrifuger 5 mirb2000 g, 4°C

12. Reprendre les culots dans 50 a 100 pl de TE

l1l.2 Préparation des tissus et des sections

Aprés anesthésie au pentobarbital sodique, lesssmales C57/BL6 de 12 semaines
sont décapitées, leur cerveau prélevé et immeédatecongelé dans l'isopentane a -45°C.
Les cerveaux peuvent étre conserves plusieursan@g°C.

L’hybridation in situ est réalisée sur des coupes de 20 um d’épaisHfeatuées au

cryostat a -28°C. Les lames sont stockées a -80°C.

198



I11.3 Hybridation

Toutes les solutions seront filtrées sur des 8l0et5um.

Equipements et réactifs

Tampon d’hybridation (conservé a -20°QYaCl 0.195 M, Tris HCI pH 7.5 10 mM,
Na2HPO4 5.8 mM, NaH2Po4 4.2 mM, EDTA 0.5 mM, Fornden50%, Dextran
sulfate 10%, tRNA de levure 1 mg/ ml, Denhardt’'s 1X

Cuve a coloration Hellendahl

* Bain a 65°C
Méthode

1. Décongeler les lames sur un lit de glace pendaekggas minutes et les placer
dans une cuve Hellendahl (toutes les solutionséesrslans la cuve auront un
volume de 100 ml par utilisation)

2. Sous la sorbonne : plonger les lames 20 min date IEA 4% a 4°C.

3. Faire 5 lavages de 5 min dans du PBS 1X a 4°C.

4. Pour une lame : ajouter, dans 150 pl de solutidryliidation 10 pl de sonde
préalablement dénaturée (3 min a 65°C). Verseollatien sur la lame, recouvrir
d’'une lamelle.

5. L’hybridation est réalisée sur la nuit a 65°C, éarmobre humide, au bain-marie

traditionnel.

lll.4 Lavages post-hybridation

Equipements et réactifs

Tamponl : SSC 1X, Formamide désionisée 50%, Tweeri2@

Tampon2 : TBST 1X préparé a partir d’'une solutioerende TBST 20X : NaCl
169/100 ml, KCI 0.49/100 ml, Tris-Hcl 1M pH7.5 &@/100 ml, Tween20
2 ml/100 mi

Cuve a coloration Hellendahl

Bain a 65°C

Méthode
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1. Placer les lames dans 100 ml de tamponl

2. Transférer dans un nouveau bain de tamponl prééhau65°C et incuber 1 h
sous agitation modérée

3. Transférer dans un nouveau bain de tamponl prééha@b°C et incuber 30 min
sans agitation



4,
5.

Laisser refroidir quelques minutes a températuriiamte
Placer les lames dans du TBST 1X, 30 min a tempé&raimbiante

6. Transférer dans un nouveau bain de TBST 1X, 30an@mpérature ambiante

[11.5 Révélation du marquage

Equipements et réactifs

Méthode

DAKOpen (DAKO, s200230)

Anticorps : sheep anti-digoxigenin-AP Fab fragméRsche, ref 1 093 274)
Sérum normal de chévre (Vector laboratories, S-1000

Solution de blocage : TBST 1X, Sérum normal de ch@&0%, Gélatine 0.5%
NTMT (a préparer extemporanément) : NaCl 100 mN& Base 100 mM, MgClI2
50 mM, Tween20 0.1%, Lévamisole 50 mg/100 ml. Agugt pH de la solution & 9.5
(pH optimal pour 'activité de la phosphatase at)l

BCIP (Roche, ref 760 994) et NTMT (Roche, ref 1 @38)

Milieu de montage des lames pour la microscopigafount aqueous mounting
medium (DAKO, S3025)

Chambre humide

1.

2.

8.

9

Egoutter les lames, les essuyer et les placer amimte humide apres avoir
entouré les coupes d’un trait de DAKOpen

Déposer 400 pl de solution de blocage sur chaque let laisser plus d’'1 h a
température ambiante

Egoutter les lames et déposer a nouveau 400 pbldéos de blocage contenant
I'anticorps anti-digoxigénine dilué au 1:2000e pas oublier le témoin sans Ac
Incuber sur la nuit & 4°C

Laver les lames 5 fois 20 min dans du TBST 1X @mdin sans anticorps est
ajouté au 2"°lavage)

Laver les lames dans du NTMT, 2 fois 10 min a tenaifpge ambiante

Révéler I'anti-digoxigénine dans 100 ml de NTMT tarant 667 ul de NBT
50 pg/ pl, et 333 pl de BCIP 50 pg/ ul (de 4 a 1érhfonction de lintensité du
marquage).

Stopper la réaction de révélation par 2 bains d¢Tris 10 mM — EDTA 1 mM).
Placer les lames dans du PBS 1X & 4°C.

10. Monter les lames en utilisant un milieu de montageeux.
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vV EXTRACTION D'ARN A PARTIR DE REGIONS ISOLEES

IV.1 Préparation des solutions

Equipements et réactifs

* Phénol GIBCO-BRL, ref 5509 UA
» Bain a 60°C

Méthode

Tampon de lyse :
1.Mélanger : 25 g de Guanidium Thyocianate, 29.3 mMHdO DEPC, 1.3 ml de Tri-
Sodium Citrate 1M, pH7, 2.64 ml de Sarcosyl 10%vbakime final doit étre de 53 ml :
compléter avec pO DEPC si besoin.
2.Le tampon se conserve environ 3 mois a températakgante et a I'abri de la lumiére.

Phénol acide :

1. Pour un flacon de 100 g de phénol:
Faire fondre le phénol au bain-marie a 60°C.
Ajouter 60 ml d'HO DEPC.

Bien agiter et laisser décanter une nuit a 4°C.

Le lendemain réaspirer la phase aqueuse et ajpilemg d'hydroxyquinoline
Aliquoter en fractions de 10 ml.

Congeler a -20°C jusqu'au moment de I'emploi. Lénphdoit étre conservé au froid
et a I'abri de la lumiéere. Le méme tube peut &regelé/décongelé plusieurs fois s'il
est resté décongelé moins de 24h.

GRS E )

V.2 Protocole d’extraction

Equipements et réactifs

- La solution dénaturante (solution D) est préparéajeutant extemporanément le 3-
mercaptoéthanol: 7.2 ul B-ME/mI de tampon de lyse.

- Pour tous les pipetages, utiliser des cones "amtiacnination” ou des pipettes a usage
unique.

Méthode

1. Dans chaque tube mettre: 500 pl de solution D (dwe) contenant I'échantillon
broyé au Dounce et 40 ug de glycogéne. Vortexeemrifuger.
2. Ajouter 50 pl de Na acétate 2 M, pH 4.0 (0.1 volurvertexer.
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3. Ajouter 500 pl de phénol acide (1 volume). Vortex@rsecondes.

4. Ajouter 100 ul de chloroforme (0.2 volume). Vorte2eois 20 secondes.

5. Centrifuger & 4°C minimum 20 min a 12000 g.

6. Récupérer la phase aqueuse qui contient les ARblwavedne anti-contamination.
Attention & ne pas pipeter de phase organiquesaniient 'ADN et les protéines.

7. Ala phase aqueuse, ajouter 550 pl d'isopropaackg(l,1 volume).

8. Centrifuger minimum 20 min a 4°C, 15000 g.

9. Eliminer délicatement le surnageant a la trompié.v

10. Reprendre le culot dans 300 pl de solution D eattaqt le fond du tube.

11. Ajouter 300 ul d'isopropanol glacé.

12. Centrifuger 20 min a 4°C, 15000 g.

13. Eliminer délicatement le surnageant a la trompilé.v

14. Ajouter 400 pl d'éthanol a 75% glacé et mélangergtaurnement en évitant de
décoller le culot d'ARN.

15. Centrifuger 10 min a 4°C, 15000 g. Eliminer le sageant et faire un second lavage
en éthanol 75%.

16. Sécher sous vide 5 min.

17. Redissoudre le culot dans 50 pl de TE pH 7.6 RNa&lgr (0.1 volume).

18. Doser au spectrophotométre UV un aliquot dilué/25°1°(2 pl dans 50 pl d’eau).

19. Stocker les ARN a -80°C.

\% RT-PCR QUANTITATIVE

V.1 Principe

Aprés une étape de transcription inverse des ARBMADNCc, une séquence
nucléotidique spécifique est amplifiée a l'aide rd’couple d’amorces encadrant la région
cible. Au cours de cette étape de PCR, lincorpomnat’un fluorophore (SYBR Green®)
permet la quantification et le suivi en temps réella quantité de produit d’amplification

formé.

Afin de standardiser et normaliser les différerdaalyses, on réalise en parallele la
guantification de I'’ARNm endogéne et ubiquitaire tie cyclophiline A. La RT-PCR
guantitative de ce géne de référence permet dearemies résultats d'une PCR a l'autre, et
de pouvoir déterminer I'expression de la tyrosigdrbxylase dans un échantillon par rapport

a son expression dans un autre échantillon.

A l'inverse d’'une PCR classique, ou l'analyse desultats se fait par mesure de la
quantité de produit formé aprés un nombre de cyplésliéfinis, la RT-PCR quantitative

permet la détermination d’'un cycle seuil (Ct) pdequel le produit de PCR atteint une
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guantité donnée (fluorescence seuil). Les valear€dcalculées correspondent au cycle de
démarrage de la phase exponentielle d’amplification

La spécificité d’amplification est assurée paratération du produit d’amplification
et calcul du Tm (température de fusion). Elle eglément contrélée par la migration des

produits d’amplification sur gel d’agarose.

V.2 Protocole

Equipements et réactifs

* RQ1 RNase-free DNase (Promega, M6101)
» SuperScript™ |l Reverse Transcriptase (Invitrogeh18064)
* Thermocycleur

Méthode

1. Pour 1 pg d’ARN en TE pH7.5, ajouter : 1 pl de tamd0X RQ1 DNase |, 1pl de
RQ1 DNase | (1U/ul). Compléter avec de I'eau juadilOpl.
2. Incuber 30 min & 37°C.
3. Ajouter 1l de Stop Solution et incuber 10 min a@Ppour inactiver la DNase
4. Ajouter 29ul de tampon de dilution (490 ul de TH, p6, 10 pl de DTT 0.1 M, 0.5 ul
de RNasin). On doit obtenir une solution d’ARN tota 25 ng/pl.
5. Pour chaque tube, préparer :
- un mix oligo : 1.6 pl d’eau, 5ul de tampon RT 5X, 4l de pdN6 10 uM,
0.4 pl de RNasin (40 U/ul).
- un mix RT+: 13 pul d’eau, 5 pl de tampon RT 5X,14@ DTT 0.1 M, 2 ul de
dNTP 5 mM, 1 ul de Superscript Il (200 U/ul)
- un mix RT-: 7 pl d’eau, 2.5 pl de tampon RT 5Xy12de DTT 0.1 M, 1 ul de
dNTP 5 mM
Déposer dans chaque tube de RT+ 17 pl de mix eigdpul d’ARN a 25 ng/ul, et
dans chaque tube RT- 8.5 pl de mix oligo et 4 ARN & 25 ng/pl.
Incuber 3 min a 80°C pour dénaturer les ARN et teaiin |la température a 30°C.
Ajouter 25 pl de mix RT+ ou 12.5 pl de mix RT-.
Incuber les temps suivants : 10 min a 30°C, 1 B°€4t maintenir a 37°C.
0 Ajouter 1 ul de RNaseH dans tous les tubes et grcBB min & 37°C puis arréter la
réaction 10 min a 80°C.
11.Transférer la moitié de la synthese, soit 25 pIRNE (& 4 ng/ul) dans un tube de
1.5 ml et diluer par 475 pl d’eau/BSA 1X. On dofitenir une solution d’ADNc a
0.2 ng/pl.

=
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PCR guantitative
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Vi INTOXICATION DES RATS A LA 6-HYDROXYDOPAMINE.

Aprés anesthésie (xylazine/kétamine), vingt-deuxs ranales Sprague-Dawley
(d’environ 300 g au moment de I'expérimentation) @tu deux injections stéréotaxiques de
2,5 pl et 2 pul de 6-OHDA (3,5 pug/pl & un débit ¢250u1/30 sec), ou d’'un volume équivalent
de son tampon de dilution (acide ascorbique 0,X&| 0,9 %) au niveau faisceau médian
du télencéphale basal (FMTT; figure 53), selon des coordonnées précisksaple 12). Huit
rats ont été réservés pour les analyses comportaleemt histologiques. Les 14 rats restants
ont été sacrifiés, 2dlonpa =8 ; N1émoins=4) OU 7 jours (Ns-onpa =6 ; NTtemoins= 4) apres
intoxication. Leurs cerveaux ont été immédiatenpeatevés, et placés dans une matrice pour
rats placée sur la glace afin d’étre tranchés skiémta ont été rapidement disséqués au scalpel
sur des sections de 1 mm ; la dissection des sutestanoires a été réalisée au scalpel sur des
sections de 300 um apres découpe au vibratometrattion des ARN a été réalisée comme

décrit précedemment.

Coordonnées des sites d’injection
(en mm par apport au bregma)

Table 12. Coordonnées stéréotaxiques des sites ¢eiction de la 6-OHDA dans le FMT

VI.1 Tests comportementaux

Tous les tests comportementaux ont été réalisgsut$ apres I'injection de 6-OHDA.

VI.1.1 Test du cylindre

Pour réaliser ce test, les 6 rats traités a la ®@Ildt 2 rats témoins non-opérés ont été
placés dans un cylindre transparent en plexigtadigure 52) pendant environ 15 minutes
(période d’habituation) et le nombre d’appuis derdepattes antérieures gauche et droite ont
été comptés pendant 2 min.

205



Figure 52. Dispositif expérimental du test du cylidre.

VI.1.2 Test de rotation a 'apomorphine

Trente minute aprés une injection d’apomorphing (Ag/kg en intrapéritonéale), les
rotations complétes (360°) des 6 rats traités G@HDA ont été comptabilisées pendant 5
minutes a partir de leur apparition. Les sens tiiom (droite ou gauche) ont été distingués.

Apomorphine
Rotations contralatérales

Figure 53. Représentation schématique de la voie rgrostriée et des rotations
contralatérales induites par I'apomorphine.Les zones grisées dans le striatum indiquent la
perte de dopamine liée a l'injection de 6-OHDA dén&MT. La fleche rouge représente le
mouvement de rotation de l'animal induit par I'adistration d’apomorphineFMT :
faisceau médian du télencéphale ba&il ; substance noireSt : striatum.

D’aprés Deumens et al., 2002.
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VI.2 Immunohistochimie de la tyrosine hydroxylase

L'immunohistochimie a été réalisée 20 jours apragection. Aprés perfusion
intracardiaque des animaux avec une solution de £FA (30 ml/min pendant 10 min), les
cerveaux sont préleves {npa = 6 ; Ntemoins= 2), €t conserves dans la PFA 4 % pendant une
nuit afin d’assurer une post-fixation efficace tissus. Apres cryoprotection (bains successifs
dans du sucrose 15 % a 30 %, 4°C), les cerveawxdggnupés au microtome en sections de
30 um d’épaisseur (coupes seriees, 1 coupe/300 Wmmunohistochimie a été réalisée
avec un anticorps dirigé contre la tyrosine hydtasg (TH ; 1 : 10 000, Jacques Boy), selon
le méme protocole que celui décrit dans la pubboat©®2.
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VI GENERATION DE SOURIS AGPAT4+/-

Les cellules souches embryonnaires contenant latremtion gene trap insérée dans

Agpat4 (lignée CCO0173) ont été fournies par le Sanger titins

(http://www.sanger.ac.uk/PostGenomics/gene}rap/

L’insertion de la construction a été vérifiée pagesencage des produits de RT-PCR
réalisée avec une amorce spécifigue du premier exdhgpat4d (Agpatd-F 5
TTTCCAGTGTTGGCTGACTTA 3’), et une amorce speécifigde la construction (Bgeo-R
5’ATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGG 3)).

Le caryotype de la lignée a été vérifié comme suit

1. Répartir 2.18 cellules sur une boite de petri gélatinée de 6erdidmétre et incuber &
37°C sur la nuit.

2. Ajouter 0.06pg/ml de colcémide (dérivé de la calofe qui blogque la mitose en
métaphase en empéchant la formation du fuseauiguiédt Incuber a 37°C pendant
3h.

3. Laver les cellules dans du PBS 1x, délicatement peyas détacher les cellules.
Ajouter 1ml de trypsine-EDTA et incuber au moinsidm
Ajouter 4ml de milieu de culture D10.

Dissocier les cellules par up&down jusqu’a I'obtentd’une suspension de cellules
bien individualisées. Centrifuger 5min, 1000rpm.

4. Enlever le milieu (laisser environ 100pul) et resargjre le culot.

Ajouter 5ml de solution hypotonique (KCI 0.56% Wddns HO).
Laisser 6min a température ambiante. Cette étapeua but de faire gonfler les
cellules. Centrifuger 5min, 1000rpm.

5. Enlever la solution hypotonique (laisser enviroQ1l) et resuspendre le culot.
Ajouter 5ml de solution de fixation (3 volumes detthmnol, 1 volume d’acide
aceétique). Incuber 20min a température ambiantetrilegger 5min, 1000rpm.

6. Enlever la solution de fixation.

Resuspendre le culot dans 5ml de solution de érdtiaiche.

Incuber 5min a température ambiante. Centrifugan5&®00rpm.
7. Enlever la solution de fixation.

Resuspendre le culot dans 0.5ml de solution déidixdraiche.

8. Laver les lames dans I'acétone puis dans@H_aisser sécher.

Immerger les lames dans I'EtOH 40% pendant 1mite\em I'exces de liquide.

9. Tenir les lames inclinées et laisser tomber 1 @Btgs de la suspension de cellules,
depuis une hauteur de 50cm environ.

10. Sécher les lames (sous une ampoule 100W ou sylamee chauffante)

11. Laver les lames dans le PBS pour enlever les résidides.

12. Fixer au GIEMSA (dilution 1 :10 dans pPOy).
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Les cellules ES (issue de la souche de souris 8)adit ensuite été injectées dans des
blastocytes C57BL/6. Les souris chimérigues méilesi @roduites ont été croisées avec des
femelles C57BL/6 afin de générer des individus foztggotes. Leurs descendants ont été
génotypés par PCR avec un couple d’amorces spéeifap l'allele sauvage d’Agpat4
(Agpat4-F 5 TTTCCAGTGTTGGCTGACTTA 3’ et Agpat4-R '5
CGAGCCTATCCCTTCCAAAG 3) et un couple spécifigue deacZ (LacZ-F
5 ATGTTGAAGTGGCGAGCGAT 3’ et LacZ-R 5° GCAGTAAGGCGTCGGGATA 3)).

La combinaison des deux couples permet de diffégerles souris sauvages des souris

hétérozygotes.
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