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Résumé

L’objectif de ma these est d’étudier chez ’embryon de poisson zebre le controle
spatio-temporel de 1’expression génétique induit par [’acide rétinoique (RA). L’acide
rétinoique est un morphogéne dérivé de la vitamine A qui est impliqué dans de nombreux
processus lors du développement embryonnaire. Chez les vertébrés, cette molécule joue un
role crucial dans la mise en place de 1’axe antéro-postérieur et dorso-ventral ainsi que dans la
segmentation du rhombocéphale (cerveau postérieur ou hindbrain) entre autre par la formation
d’un gradient antéro-postérieur qui donne lieu a une expression différenciée des génes Hox.

Les isomeres naturels de I’acide rétinoique tel que all-trans retinoic acid (ATRA), 9-cis
RA et 13-cis RA font partie de la voie de signalisation de RA. Cette voie est médié¢e par 2
sous-types de récepteurs nucléaires: RAR et RXR agissent comme des facteurs de
transcription. Les isomeéres de I’acide rétinoique possédent des affinités différentes pour les
2 types de récepteur. Le 9-cis RA est capable de se lier avec RARs ou RXRs. Le ATRA est la
forme pricipale de 1’acide rétinoique dans 1’organisme vivant, Il est le ligand des RAR. Le
13-cis RA est aussi capable de se lier avec RAR mais son affinité est treés faible par rapport au
ATRA. Grace a cette faible affinité aux RAR, le 13-cis RA a ¢été utilisé pour traiter I’acné et
la leucémie afin de minimiser les effets tératogénesde ATRA. In vitro, Le 13-cis RA est
capable de s’ isomériser rapidement en ATRA apres illumination par UV. Cette isomérisation
est aussi possible dans le sens inverse c'est-a-dire qu’on peut illuminer I’ATRA pour le
transformer en 13-cis RA. Grace a cette propriét¢ chimique de 1’acide rétinoique, J’ai pu
développer une méthode qui permet d’activer ou d’inactiver 1’acide rétinoique par

illumination aux UV avec une grande résolution spatio-temporelle dans un organisme vivant.



Abstract

The aim of my thesis is to study the spatio-temporal control of gene expression induced
by retinoic acid (RA) in the zebrafish embryo. Retinoic acid is a morphogen derivative of
vitamin A, which is involved in many processes during embryonic development. In
vertebrates, this molecule plays a crucial role in the establishment of the anterior-posterior
and dorsal-ventral axis as well as the segmentation of hindbrain by the formation of a gradient
antero-posterior resulting in differential expression of Hox genes.

The natural isomers of retinoic acid such as all-trans retinoic acid (ATRA) and 9-cis RA
13-cis RA are part of the signaling pathway of RA. This pathway is mediated by two subtypes
of nuclear receptors: RAR and RXR act as transcription factors. [somers of retinoic acid have
different affinities for the two receptor types. The 9-cis RA is able to bind to RARs or RXRs.
ATRA is the principal form of retinoic acid in the living organism, and is the ligand for RAR.
13-cis RA is also capable of binding to RAR but its affinity is very low compared to ATRA.
With this low affinity for RAR, 13-cis RA has been used to treat acne and leukemia to
minimize the effects tetrogenic ATRA. In vitro, the 13-cis RA is able to isomerize rapidly
into ATRA after UV illumination. This isomerization is also possible in the opposite direction;
we can illuminate ATRA to turn it into 13-cis-RA. Using this chemical property of retinoic
acid, I have developed a method that allows activatation or inactivation of retinoic acid by UV

illumination with high spatio-temporal resolution in a living organism






Les questions fontamentales de la biologie du

développement

Le développement d’un organisme vivant est un processus extrémement organisé et
dynamique. Ce qui est fantastique dans la biologie du développement est qu’un seul zygote
est capable de développer un organisme complexe et multicellulaire. Cependant, beaucoup de
questions se posent :

1. Tout d’abord, comment une scule cellule donne-t-elle naissance a une variété de cellules
différenciées ?

2. De plus, quel sont les mécanismes qui contrélent la différenciation cellulaire ?

3. Enfin, comment les cellules s’organisent-elles les unes par rapport aux autres afin de
générer des tissus puis des organes formant un organisme complexe et polarisé ? Par quels
signaux sont-elles guidées ? Comment les cellules interagissent entre elles? Quelle est la
dynamique des différents signaux de différenciation au cours du développement ?

Au cours de ce projet, je me suis interessée a la compréhension de certaines des
questions que je viens d’évoquer. En particulier, j’ai étudié la voie de signalisation de 1’acide
rétinoique (ATRA). C’est une voie critique pour la formation du systéme nerveux central, de
nombreux d’organes tels que le cceur et le pancreas, ainsi que pour la mise en place de 1’axe
antéro-postérieur et dorso-ventral. J’ai étudié cette voie dans le modele de la segmentation du
rhombencéphale chez le poisson ze¢bre. Nous verrons que cette voie de signalisation peut étre
controlée extérieurement avec une grande précision spatio-temporelle a 1’aide d’outils
physico-chimiques, ce qui est trés utile pour la compréhension de la dynamique de cette voie

de signalisation.



Table de Matiéres

Chapitre 1 Le systeme du POiSSON ZEDIE .....uueeevrericsrerissranesssaresssanesssesesssssssssssssssssssssssssssssssnss 1
1.1 Le poisson zébre, un bon modéle pour I’étude du développement embryonnaire............. 1
1.2 Les méthodes actuelles pour la recherche sur le poisson ZEbre........c.ccevveervernsercsurcsnicsaecsanes 2
1.3 Les principales étapes du développement du poisson zébre w11
Chapitre 2 L’ATRA et sa voie de SignaliSation ........ccccceeeecissnericcsssnnnccssssnssccssssssesssssssscsnns 16
2.1 Histoire de la découverte du rétinol ceeesssesstisstieatsateateateatesasessasssasnssnnes 17
2.2 Source alimentaire et métabolisme du retinol.... . 19
2.3 Digestion, transport et stockage ........ . 21
2.4 Métabolisme dans la cellule cible . . 22
2.5 Source de PATRA au cours du développement embryonnaire 24
2.6 Récepteur nucléaire de PATRA 26
2.7 Récepteur nucléaire des RARS et RXRS ....ccocccvveinruicnnicsicssenssnnssnisssisssssssssssssasssssssssssssssssss 26
2.8 Dimérisation de RAR et RXRu.....cuiieiriieisisensnsicsensnnsncssisanssssssiscssssssessssssssscssssssssssssess 29
Chapitre 3 Role de ’ATRA dans le développement du rhombencéphale ..............ccuuee.. 31
3.1 L’effet d’exces ou déficite de RA sur le développement du rhombencephale.................. 33
3.2 Le gradient de PATRA.......uiiiiinviinrceicncntinsnniissstessnsissstosssssssstesssssssassosssssssssssssssessassssasseses 34
3.3 Synthese de PATRA dans le rhombencéphale ........c.cooeivceincninsuinsinssenssenssnnssasssssosssosssssssss 36
3.4 Dégradation de ’ATRA dans le rhombencéphale.........ccccceeevercscarcssercssancscrercsnsessssssssaseses 37
3.5 L’expression dynamique du Cyp26s . . 38
3.6 Transport et stockage de RA par les CRABPS........cccoviinnninnseicscnnissersssanesssesssasessssssssaseses 40
3.7 Problématique : quelle est la nature du gradient ?...... 41
Chapitre 4 L ATRA CAGC.....uuiiirvvercirsrrcssnicsssncssssicssssesssssssssssssssssssssssosssssssssssssssssossssssssssssses 45
4.1 Outils actuels pour contréler I’activité de la voie de signalisation de PATRA ................ 45
4.2 Principe du ECAZEAZE ....cevueervrsrerssnrssarssaiosesssssssasssssssssossssssssssssssssssssossssssssssssssssssssssssssssssssss 46
4.3 L’ATRA cagé par le groupement protecteur o-nitrobenzyle 47
Chapitre 5 Isomérisation de PATRA ......civviiiiviinirninnseninssencsssesessssssssssssssssssssssssssssssssssssses 52
5.1 L’iSOMEriSation CIS/tTANS ..c.ccueeerseriecseisunssessaisesssnssicsesssnsncssisssssssssisssssssssessssssssssessssasssssssess 52
5.2 L’isomérisation du 11-cis rétinal dans le cycle de 1a ViSION......ccccecveruiessersserssarssarcsnicsancsanes 54
5.3 Cinétique de la photoisomérisation de PATRA ......cccovievvensverncnrssnissiossesssesssasssssssssosssssssss 56
5.4 L’isomére 9-cis RA et son réle dans le développement du rhombencéphale.................... 57
5.5 Le 13-cis RA........... ceeesssiesniesatesatesatesatesaasssstesatesbaessasssaees 59
Chapitre 6 : Introduction sur les publications.........cccceveeeivericsserinssnrcsssnrcssnrcsseressnsncssssnenes 61
Conclusion et PErSPECLIVES ..cccuiierrrrerssrrcsssricssricsssrncsssnesssssesssssesssssssssssesssssssssssssssssossssssssssssses 67
Conclusion sur la thése 67
PerSPECtiVES c.veierveriscrercssnrisssersssanessseisssarsssssssssassssnsessssssssassssnsssssasessssssssasssens 68
ATTICIE T aeennneniiiiiinnniciisnniccssssnnesssssssesssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 70
ATTICIE 2 aeinnnnriiniinnricsssnnnicssssnsecssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 71

Bibliographie.......eeiiiciiviiiiniisniicnisnniccsssnnicsssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssse 72



Chapitre 1 Le systéme du poisson zébre

1.1 Le poisson zébre, un bon modéle pour I’étude du

développement embryonnaire

Pour ¢tudier le développement précoce des vertébrés, on dispose de différents
organismes modeles tels que le poulet, le xénope et la souris. L'utilisation du poisson
zebre comme organisme modele du développement vertébré a été introduit pour la
premiére fois en 1981 par Georges Streisinger dans des études génétiques. Ces études se sont
considérablement développées en raison de nombreux avantages. Il est ainsi relativement
facile d’étudier le processus de développement chez le poisson ze¢bre par des approches
génétiques, moléculaires et embryonnaires.

Le poisson zebre est un poisson téléoste d'eau douce, appartenant a 1’ordre des
Cypriniformes et au genre Danio. Originaire d’Inde et de Malaisie, il atteint adulte une
taille de 4-5 cm et présente sur toute sa longueur cinq bandes bleu-acier horizontales.

En laboratoire il est ¢levé a 28,5°C. L'accouplement du male et de la femelle peut
étre induit par la lumiére et synchronisé avec le réveil. Le male expulse les oeufs du ventre de
la femelle et les féconde dans le milieu extérieur, générant ainsi une ponte de l'ordre de
150-200 oeufs en l'espace de 15 minutes. On obtient donc un grand nombre d’embryons, dans
un laps de temps assez court et sans avoir a sacrifier la femelle (comme c’est le cas chez la
souris). Les embryons qui se développent a partir de ces oeufs ont la
particularit¢ d'étre transparents durant les premiers jours permettant l'observation de

structures internes telles que le cceur, le systéme nerveux ou la circulation sanguine. La
1



transparence de I’embryon permet 1’utilisationde marqueurs fluorescents pour les études de
son développement. Les embryons sont aussi tres utiles pour les tests de toxicologie car leur
développement précoce est treés rapide. Au bout de vingt-quatre heures, les principaux organes
tels que le cceur et le cerveau sont déja mis en place, 1’observation des effets tératogenes est
donc aisée. Par ailleurs, il est possible de réaliser des études génétiques (mutagenése,
transgeneése) grace au temps de génération relativement court (quatre mois) (Revue

de Christine A. Devine, 2003).

1.2 Les méthodes actuelles pour la recherche sur le poisson

zeébre

Les injections sont les plus fréquemment utilisées pour la surexpression transitoire de
protéines dans les embryons. La surexpression transitoire pendant le développement précoce
du poisson zebre (jusqu'a 3 jours) est réalisée en injectant I'ARNm codant pour la protéine

d'intérét dans les embryons au cours des deux premicres heures de développement.

Technique d’injection

Pour induire l'expression des protéines dans chaque cellule de l'embryon, I'ARNm
correspondant a une protéine particuliere est injecté dans le vitellus de I'embryon au stade
d'une cellule. Pour générer des embryons mosaiques, dans lesquels la protéine est exprimée
dans une sous-population de cellules, ' ARNm est inject¢ dans un blastomeére unique de
I'embryon au stade 8-cellules ou a des stades ultérieurs. Une autre stratégie utilisée pour

atteindre I'expression des protéines mosaiques consiste a injecter des plasmides d'ADN dans

2



un blastomeére unique de 1'embryon au stade d'une cellule ou plus tard (directement dans une
cellule spécifique), mais cette approche est moins efficace et prend plus de temps pour la
syntheése des protéines par rapport l'injection d'ARNm.(Figl.1)

L'expression transitoire de protéines via une injection dARNm est un moyen rapide et
facile d'étudier la localisation des protéines et la fonction chez le poisson zebre dans les
premiers stades de développement, mais cette approche ne convient pas lors des stades de
développement plus tardifs, ou quand la protéine d’intérét doit étre exprimée en un tissu ou un

type de cellule particulier.
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Figurel.l. Injection d’ARNm de EGFP dans I’embryon de poisson z¢bre au stade

précose.

Syeteme Tol2 transposon



De nombreux outils transgéniques ont été adaptées a partir d'autres organismes et
optimisés pour l'utilisation chez le poisson zebre. Ces méthodes permettent I'expression
protéique stable et le ciblage des protéines qui sont des conditions nécessaires pour
I'expression dans les tissus définis. Le systéme le plus populaire pour générer des animaux
transgéniques chez le poisson zebre est le systeme Tol2 transposon, l'origine du poisson

médaka [

2 La construction pour introduire I'ADN dans le génome du poisson zébre est
constituée essentiellement de deux séquences cis minimales de régulation de I'¢lément Tol2
positionné a I'extrémité 5’ et 3> d'un promoteur minimal suivie d'une protéine fluorescente. Le
vecteur contenant Tol2 est capable de recevoir des inserts d'ADN allant jusqu'a 11 kb®® Une
telle construction d'’ADN est injectée, conjointement avec I'ARNm codant pour un gene de
transposase, directement dans la cellule des embryons a un stade unique de cellules. Ces
embryons sont élevés et les poissons adultes sont criblés pour identifier les fondateurs, dans

lesquels les insertions ont été créées dans la lignée germinale qui peut étre transmise a la

génération suivante(Figl.2).
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Figure 1.2. Génération du poisson zebre en utilisant le systeme Tol2. Le plasmide
contient le géne d’intéret. Ce géne est situé¢ derriere un promoteur spécifique (dans ce schéma,
c’est un promoteur du moelle épiniere) . Ils sont entourés par deux éléments Tol2. Cette
construction a ét¢ injectée avec le ARNm de Tol2 transposase dans ’embryon au stade d’un
cellule. La séquence entouré par Tol2 va se détacher du plasmide et s’insérer dans le génome
du fondateur. Les poissons fondateurs posséderont le géne d’intérét intégré de manicre

mosaique dans leurs cellules germinales. Le croisement entre ces fontateurs et un poisson



z¢&bre sauvage va générer certains poissons qui vont exprimer la protéine dans un tissu

spécifiquement!?.

Systéme Cre-lox

La recombinaison Cre-lox est une autre stratégie pour contrdler l'expression des
protéines. Elle a été récemment adaptée pour étre utilisée chez le poisson zébrel®),  1la
recombinaison Cre-lox permet d’induire l'expression des protéines de maniére temporelle.
L’expression de Cre-recombinase peut étre en outre régulée par le promoteur de choc
thermique permettant une grande précision spatio-temporelle d’expression de la protéine. Une
telle stratégie a été utilisée dans le systtme MAZe pour une expression spatio-temporelle des
protéines dans les embryons mosaiques Y. Le systtme MAZe combine l'utilisation de
Cre-recombinase exprimée sous le promoteur de choc thermique et le systtme GAL4/UAS
adaptés pour étre utilisés dans le poisson-zeébre. Apres l'induction du choc thermique, la
Cre-recombinase est exprimée, ce qui entraine l'excision de la cassette encadrée par les
¢léments lox, permettant ainsi la synthése de la protéine Gal4VP16 qui a son tour se lie au
promoteur UAS d'entrainement de I'expression de la protéine spécifique. Cette méthode est
particulierement utile lorsque 1’on veut induire l'expression de dominants négatifs des

protéines dans une population sélectionnée de cellules au point de temps défini (Fig 1.3).
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Figure 1.3. Construction du poisson transgénique en utilisant le systéeme Cre-Lox.

A: En I’absence de Cre, le mCherry est exprimé ubiquitiquement sous le promoteur EF1.
En présence de Cre, la séquence de mCherry est coupée par le Cre, résultant en 1’expression
de EGF™. B: Le systtme MAZe permet d’induire I’expression de la protéine de maniére
spatio-temporelle dans I’embryon de poisson ze¢bre. Le gene GAL4VP16 est sous le contrdle
du promoteur EF1. Le géne qui code pour la Cre recombinase est sous le contréle de
Hsp70 (heat shock promotor). Il a été inséré entre le promoteur EF1 et GAL4VP16, ce qui
empéche I’expression de GAL4VP16 quand il n’y a pas de choc thermique. Le géne Rfp ne
peut alors pas étre exprimé. En présence de choc thermique, 1’expression de Cre est induite
dans une sous-population de cellules. Dans ces cellules, la cassette de geénes entre les deux
sites lox est coupée, cela permet 1’expression de la protéine GAL4 qui va ensuite se fixer sur

le promoteur UAS. Cette fixation va induire 1’expression de Rfp.



Mutagénése par Tilling (targeting-induced local lesions in genomes)

Pour réaliser une perte de fonction d'un geéne chez le poisson zebre, il n'est pas possible
de recourir a la recombinaison homologue, ce qui oblige a utiliser une approche par
mutagenese aléatoire. Cette méthode a ¢été utilisée chez le poisson zebre lors d'un crible a
grande échelle par mutagenése ENU (Ethyl Nitroso Urée) sur male’. La plupart des mutants
génétiques utilisés en embryologie chez le poisson zeébre ont été isolés lors de ce crible.
Actuellement, une technique associant cette méthode traditionnelle de mutagenése a un crible
de genes mutés sur échantillons d'ADN (TILLING) permet d'isoler assez rapidement  une

mutation pour un géne souhaité®(Figl.4).
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Figure 1.4. Mutagenese par méthode de TILLING. Cette méthode permet de ‘knockout’
ou ‘knockdown’ un geéne. Deux approches peuvent étre utilisées pour sélectionner le mutant:
une librairie vivante en coupant la queue du poisson adulte ou une librairie de sperme

congelé!®.

Inactivation du géne par I’injection de Morpholino
Des approches complémentaires utilisant des oligonucléotides permet d’obtenir
rapidement des informations concernant la perte de fonction d’un géne!™®!. En effet, la perte

de fonction du gene est réalisée par simple injection de 1'oligonucléotide au stade 1-cellule.



L'approche standard pour bloquer spécifiquement la fonction d'un geéne dans un embryon de
poisson zebre dans les premiers stades de développement est d’utiliser les oligonucléotides
antisens modifiés appelés morpholinos™. Les morpholinos sont des molécules synthétiques,
d’environ 25 nucléotides de longueur, et sont fournis par la société ‘Gene Tools’. Deux types
de morpholinos sont couramment utilisés pour interférer avec 1'expression des protéines: les
morpholinos ATG et les morpholinos d'épissage. Les morpholinos ATG agissent en bloquant
l'initiation de la traduction des protéines a des ribosomes, résultant ainsi les embryons

dépourvus d'une protéine particuliérel'”.

Les morpholinos d’épissage interférent sur la
procédure d’épissage de 'ARN, résultant en la forme tronquée d'une protéine. Par conséquent,
les morpholinos d’épissage pourraient étre aussi bien utilisés pour étudier la fonction d'un
domaine protéique particulier. Des protecteurs cibles morpholinos ont été récemment mis au
point pour interférer avec la fonction des microARN endogénes (miARN) spécifiquement a
leurs cibles. Ces morpholinos sont complémentaires aux séquences miARN de liaison
présents dans les ARNm cibles et agissent en empéchant la liaison du miARN a sa cible, donc

la stabilisation de la transcription d'ARNm!'"). De méme, les morpholinos peuvent étre utilisés

pour inhiber la fonction des miARN directement!'?.

Mutageneése dirigée par la nucléase a doigt de zinc

Récemment, une nouvelle méthode pour induire la mutagenese ciblée est utilisée chez le
poisson zebre : deux articles publiés en 2008 ont utilisé la nucléase a doigt de zinc (ZFN)
pour créer sur les cibles les cassures bicaténaires dans le génome du poisson zeébre. Dans deux

¢tudes indépendantes, les auteurs ont démontré la réussite del'utilisation de ZFN pour générer

10



des cassures, qui ont ensuite été réparées par une rejonction non-homologue, ce qui permet
d’insérer ou de supprimer des petites séquences d’ADN (Fig. 1.5). ZFN représente une
protéine de fusion chimérique comprenant une protéine a doigt de zinc (PDZ) et le domaine
de clivage de l'endonucléase FokI'". La spécificité de liaison d'ADN est définie par la ZFP

14][15

qui peut &tre congue pour reconnaitre une variété des séquences d'ADN cibles!" "), Le point

crucial dans la conception de la ZFN est l'optimisation de la PDZ pour la reconnaissance de la

cible!®)

5' AGCTTAGGCAGCGCCTTCCATGGTTAAC 3
3'TCGAATCCGTCGCGGAAGGTACCAATTG 5’

A
<Fol 9
|

Figure 1.5. M¢écanisme de la nucléase a doigt de zinc.

Chaque protéine a doigt de zinc (PDZ) permet de reconnaitre une séquence d’ADN

spécifique (bleue ou rouge). L'endonucléase Fokl va ensuite faire le coupure sur I’ADN.

1.3 Les principales étapes du développement du poisson zébre

La période de clivage (Oh — 2,25h)
Au moment de la ponte, l'oeuf est chargé uniformément de réserves vitellines. Juste
apres la fécondation, un courant vitellin déforme la membrane cellulaire et crée une région

dépourvue de vitellus, ce qui définit ainsi le poOle animal, établissant une polarité
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animale/végétative. Initialement, les divisions cellulaires sont synchrones et orientées. Les 5
premieres divisions (des stades de 1 a 32 cellules) se font dans le plan vertical et chacune
d’entre elles est orientée perpendiculairement par rapport a la précedente. Par contre, la 6™
division se passe par le plan équatorial créant ainsi une 2™ couche cellulaire. Les cellules
marginales restent en contact étroit avec la réserve vitelline grace a des ponts cytoplasmiques.

A partir de ce stade (64 cellules), les divisions ne sont plus orientées.

La blastulation (2,25h — 5,25h)

Entre les stades 512 et 1024 cellules, le génome zygotique commence a prendre le
controle du développement : c’est la transition mi-blastuléenne (MBT). La MBT marque la
fin des divisions cellulaires synchrones. Jusqu'a cet événement, le métabolisme des cellules
ainsi que les signalisations développementales étaient assurés par des molécules maternelles
déposées dans le vitellus lors de I'ovogenese. Les cellules marginales qui étaient en contact
avec la réserve vitelline, fusionnent avec elle, déversant ainsi leur cytoplasme et leur noyau
dans le vitellus. Ces noyaux restent a la surface de la réserve vitelline et forment la couche
vitelline syncytiale (Yolk Syncytial Layer, YSL), annexe extra-embryonnaire essentielle
pour ’induction du mésoderme et de I’endoderme ainsi que pour la détermination des axes
embryonnaires. Les blastoméres continuent a se diviser (de maniére asynchrone),
le blastoderme commence a recouvrir le vitellus par un mouvement d'épibolie. L'embryon
se creuse en son centre pour former une sorte de casquette posée sur le vitellus. Méme si en
fin de stade blastula (stade 50% épibolie), seul l'axe animal - végétal est reconnaissable, I'axe

dorso-ventral et les feuillets embryonnaires sont déja déterminés au niveau moléculaire.
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La gastrulation (5,25h-10h)

La gastrulation est une étape importante pour la mise en place des feuillets et des axes
embryonnaires. Au cours de la gastrulation, on peut distinguer trois grands types de
mouvements cellulaires : I’épibolie, I’involution et la convergence-extension.

Tout d'abord, les cellules situées les plus a la marge entre I'embryon et le vitellus
involuent pour former wun deuxiéme feuillet interne, I'hypoblaste, situé sous
I'épiblaste. Les cellules hypoblastiques vont se différencier en endoderme et
mésoderme. Ces mouvements d'involution sont visualisables par un ¢épaississement
de la zone marginale, appelé anneau germinatif. Dorsalement ce dernier est plus épais
et constitue 1'écusson embryonnaire (Shield), a [Il'origine du mésoderme axial,
premier signe morphologique d'une dissymétrie le long de l'axe dorso-ventral. En
parall¢le, I'embryon continue les mouvements d'epibolie initiés lors du stade blastula pour
recouvrir complétement le vitellus. En plus des mouvements d'involution et
d'épibolie, les cellules subissent des mouvements complexes de convergence vers le coté
dorsal et d'extension le long de l'axe animal-végetal. A 1’issue de la gastrulation, les
principales régions de l'embryon (axe, téte, queue) ont été mises en place et sont

reconnaissables par leur morphologie.

La somitogenése (10h - 24h)
La somitogenese est une période ou les territoires définis pendant la gastrulation vont

grandir et se différencier. Tout d'abord, le systétme nerveux central se forme a partir de la
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plaque neurale dorsale pour former un tube neural par cavitation. Antérieurement, les
différentes vésicules céphaliques (prosencéphale, mésencéphale et rhombencéphale) se
forment ainsi que les yeux.

Au niveau de I'hypoblaste dorsal, le mésoderme para-axial se segmente progressivement
en somites, de l'antérieur vers le postérieur. Du coté postérieur, le bourgeon caudal, issu de la
fusion de cellules marginales en fin de gastrula, se développe pour former la queue du

poisson.

Aprés 24h

Au bout de 24h de développement, l'embryon de poisson  zeébre
ressemble déja a un petit poisson dont les principales structures sont reconnaissables. On
peut ainsi facilement identifier le mésoderme axial (notochorde) et para-axial (somites) ainsi
que le mésenchyme ventral (sang). Au niveau du systéme nerveux, les différentes régions
du cerveau sont visualisées grace a des reperes morphologiques tels que la capsule otique
(oreille) ou la barriecre mésencéphale - rhombencéphale. Grace a l'ensemble de ces
caractéres morphologiques, ce stade est souvent utilis¢é pour I'analyse phénotypique du
résultat des expériences réalisées plus précocement (injections, transplantations et test de
toxicologie). Le jeune poisson est autonome jusqu'a 5 jours de développement (épuisement de

la réserve vitelline), moment ou il a besoin d'une alimentation externe!' (Fig 1.6).
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Figure 1.6. Vue dorsale, latérale et ventrale d’un embryon de poisson zebre a 24 hpf.
ce stade, toutes les structures embryonnaires sont présentes et facilement reconnaissables

grace a la transparence du tissu.
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Chapitre 2 L’ATRA et sa voie de signalisation

L’ATRA est un morphogene essentiel impliqué dans I’embryogénése des vertebrés. Il
controle 1’établissement du systéme nerveux central, de I’axe antéro-postérieur, de la symétrie
gauche-droite et dorso-ventrale et du développement de nombreux organes tels que la rétine,
le cceur et le pancréas. L’objectif de ce chapitre est de présenter un plan général du
métabolisme et du mode d’action de 1’ATRA.

L’ATRA est un métabolite issu du rétinol (vitamine A), Cette vitamine obtenue par
I’alimentation subit une série de réactions enzymatiques la transformant en acide rétinoique.
Dans un premier temps, je décrirai les différentes étapes de cette transformation. L’action de
I’ATRA est médiée par son interaction avec divers récepteurs nucléaires contrdlant
I’expression de genes cibles. Dans un second temps je décrirai le fonctionnement de ces
récepteurs nucléaires dans la cellule. Un aspect important de I’ATRA est ’existence de
différents stéréoisomeres possédant une activité biologique trés contrastée. Bien que
I’ATRA trans soit la molécule clé de la voie RA, il existe d’autres isomeéres de ’ATRA
possédant différents rdles biologiques (Fig 2.1). Nous verrons par ailleurs que 1’activité
biologique différente de ces isomeres peut étre trés intéressante pour contrdler cette voie de

signalisation avec une grande résolution spatio-temporelle par photo-isomérisation.
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Figure 2.1. Structure de la vitamine A(tout trans rétinol) et ses principaux dérivés

2.1 Histoire de la découverte du rétinol

Les animaux sont incapables de produire le rétinol. Il est strictement obtenu par
I’alimentation. C’est pour cela qu’il est classé parmi les vitamines essentielles et qu’il est
appelé communément vitamine A. En Chine, des la dynastie Tang (618-907), les médecins
chinois traitaient la cécité nocturne, maladie caractérisée par une diminution anormale de la
vision dans l'obscurité, par administration de foie de chévre et de plantes riches en
béta-caroténe. Mais a 1’époque, les médecins ne savaient pas encore quel ingrédient dans le
foie des animaux produit cet effet thérapeutique. Au 17°™ siécle, des médecins occidentaux

encourageaient ¢galement leurs patients a manger du foie pour traiter la cécité nocturne.
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En 1913, Elmer.V. McCollum et Marguerite Davis mirent en évidence la présence de
cette substance dans les corps gras alimentaires et dans I’huile de foie de poisson. Ils
montrerent aussi que la présence de cet €lement favorise la croissance et le développement
des rats. En revanche, I’abscence de cette substance conduit a une perte de poids et a une
malformation de la rétine. Ils montrérent qu’en absence de cet élément, les animaux de
laboratoire étaient atteints d’une infection oculaire. Ils baptisérent cette substance liposoluble
A. IlIs noteérent par la suite que des carences en liposoluble A provoquaient une baisse, voire
une altération complete de la vision nocturne. Cette molécule liposoluble porte le nom de
rétinol a cause de son role important dans la vision

Le biochimiste américain George Wald découvrit le processus biochimique de la
vision, ou intervient une variété de dérivés de la vitamine A, ce qui permit d’expliquer la
cause de la cécité nocturne. Il découvrit que la vitamine A est un des composants de
la rhodopsine, un pigment de la rétine que 1'on trouve dans les batonnets, il découvrit aussi un
composé, proche de la vitamine A, de nos jours appelé rétinal, et propose qu'un cycle de
réaction chimique existe. Pour Wald, la rhodopsine est formée d’une protéine, 'opsine, liée
u rétinal. Le rétinal est relaché lors de l'absorption de lumicre puis se transforme en vitamine
A, qui se lie a 'opsine pour reformer de la rhodopsine ce qui termine le cycle. Le cycle de la
vision est régi par la photoisomérisation du rétinal : lorsque le rétinal 11-cis absorbe un
photon, il passe de 1'état 11-cis a 1'état tout-frans ; cette isomérisation est a 1’origine d'un
influx nerveux par phototransduction. La vitamine A étant plus stable que le rétinal, la
carence en vitamine A va épuiser le stockage en rétinal, ce qui entraine un dysfonctionnement

des batonnets. Ces travaux furent couronnés par le prix Nobel de physiologie et médecine

en 1967.
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2.2 Source alimentaire et métabolisme du retinol

Le rétinol provient de 1’alimentation. Le foie, les huiles de poisson, les produits laitiers
sont des sources animales de vitamine A. Dans les produits alimentaires d’origine animale, la
vitamine A est présente sous la forme d’ester de rétinol. La vitamine A peut aussi étre
synthétisée par 1’organisme a partir de caroténoides (en particulier le béta-caroténe) qui sont
présents dans des produits végétaux jaune-orangés, notamment la carotte, I’abricot, I’épinard
et le melon. Le béta caroténe peut étre transformé en rétinol dans 1’organisme par une
caroténoide monooxygénase, une molécule de béta-caroténe produisant 2 molécules de

rétinol (Fig. 2.2).

[i-carotene (from fruits and vegetables)

‘ Monooxygenase (in humans)

Two molecules of all-trans-retinal

l Reductase

T N Sy ACHROCOR Hydrolases

—_—

Vitamin A esters from meat, lish, eggs Vitamin A

Oxidase Oxidase

All-trans-retinal Retinoic acid
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Figure 2.2. Source alimentaire de vitamine A. Elle est souvent sous forme estérifi¢e dans
les produits animaux. Dans les produit végétaux, le clivage du béta-caroténe produit deux

molécules de rétinol ),

Effets d’une carence en vitamine A
Chez la souris, il a ét¢ démontré que la carence en vitamine A est associée a un retard de
croissance, a une dégénérescence de la rétine, et a une neurodégénérescence de

[SII9N20] - Chez une femelle gestante, la carence en vitamine A peut entrainer

motoneurones
des malformations chez 1’embryon, notamment des malformations génito-urinaires,
respiratoires et cardio-vasculaires. Chez ’homme, une carence en vitamine A entraine des
retards de croissance!”’l. Elle entraine également une cécité et une augmentation de la

sensibilité aux infections liée a une défaillance du systéme immunitaire!?2/2124,

Effets toxiques de PATRA
La surconsommation de vitamine A sous forme d’ester de rétinol entraine des
symptomes de toxicité aigue : vomissements, diarrhées et céphalées. Chez le rat, a long terme,

(251261 'Une surconsommation

elle conduit a un retard de croissance et a une fragilisation des os
de vitamine A sous forme d’ester de rétinol est tératogene. Chez le rat femelle peut entrainer
des malformations chez le feetus comme des fentes palatines ou une diminution du nombre de
doigts, ainsi que de séveres malformations du systéme nerveux central. L’embryon de poisson
zebre traité par I’ATRA rétinoique exogéne présente des malformations du rhombencéphale,

du ceeur, du pancréas ainsi que de beaucoup d’autres organes?’1**]
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2.3 Digestion, transport et stockage

Dans I’organisme, le métabolisme du rétinol est complexe. Le rétinol et les béta
caroténes sont incorporés et absorbés dans les cellules épithéliales de I’intestin ou les béta
caroténes sont oxydés en rétinaldéhydes (forme plus soluble) qui sont ensuite réduits en
rétinol (Fig2.3). Le rétinol est ré-estérifié et incorporé aux chylomicrons (lipoprotéine). Ces
derniers passent dans le systéme lymphatique puis dans la circulation générale®®”). Au cours de
la circulation, quelques chylomicrons peuvent étre captés directement par les tissus qui
possedent des récepteurs en surface de leurs cellules, permettant une action rapide des
rétinoides®”, mais la plupart sont transportés vers le foie qui constitue le principal organe de
stockage et de métabolisme du rétinol®"). Dans le foie, les cellules parenchymateuses sont
responsables de la caption des chylomicrons, les esters de rétinol y sont hydrolysés en rétinol.
Le rétinol va se lier a une protéine de transport spécifique, la RBP (retinol binding protein).
Le rétinol est ensuite transporté dans les cellules stellaires du foie ou il est stocké sous forme
d’ester de rétinol. Pour étre transport¢ dans d’autres cellules, le complexe rétinol-RBP
s’associe a la transthyrétine (TTR) dans la circulation sanguine. Des modalités diverses sont

proposées quant a la maniére dont les cellules cibles captent le rétinol”

. Cette caption
pourrait se faire grace a des récepteurs cellulaires spécifiques de la RBP, ou bien grace a la

propriété hydrophobe du rétinol qui permet son incorporation a la membrane lipidique et sa
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diffusion vers les compartiments intracellulaires™.
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Figure 2.3. Absorption, transport et métabolisme des rétinoides>*!.

2.4 Métabolisme dans la cellule cible

Dans la cellule cible, il existe un métabolisme non oxydatif produisant des rétinyl esters,
rétinyl-phosphates, 3-déhydrorétinols ainsi qu’un métabolisme oxydatif donnant du rétinal
puis de I’ATRA, métabolite le plus actif de rétinol (Fig. 2.4).

Le rétinol est liposoluble et insoluble dans 1’eau. Par conséquent, dans le cytoplasme
de la cellule cible, le rétinol doit se lier a des protéines de transport cellulaire de type CRBP
(cellular retinol binding protein)[35]. Les CRBP vont ensuite livrer le rétinol a I’alcool
déhydrogénase(ADH) qui transforme le rétinol en rétinaldéhyde. Cette réaction est réversible

grace a des déshydrogénases de rétinol (RDH). Le rétinol 1i¢ au CRBP peut aussi €tre catalysé
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par la rétinol acyltransférase (LRAT) qui permet son stockage sous forme estérifiée. La
réaction inverse qui permet de convertir I’ester de rétinol en rétinol est catalysée par des
hydrolases d’ester de rétinol (REH)P®.

Le rétinaldéhyde est ensuite converti de manicre irréversible en acide rétinoique par la
rétinaldéhyde déhydrogenase (RALDH). Une fois converti, ’ATRA est pris en charge par sa
protéine de transport CRABP (cellular retinoic acide binding protein) et pénétre dans le noyau
ou il agit comme ligand des récepteurs nucléaires de I’ATRA, les RARs, qui lui sont
spécifiques et vont médier son action sur la transcription des genes cibles. Il peut aussi €tre

dégradé en acide 4-oxo-rétinoique par des cytochromes P450 hydroxydase (CYP26)5".

REP-Retinol

i LRAT ==
Skl Retinol
eslers REH ADH
slorage
¢ ge) H ROLDH

Retinaldehyde CRABP-II|
lFiALDH

CRABP-I fﬂxmn
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Figure 2.4. Métabolisme des rétinoides dans la cellule: de leur absorption jusqu’a
I’activation de la transcription ou la dégradation. ADH: alcool deshydrogénase ; ATRA :
acide rétinoique tout trans ; CRBP : protéine de transport cellulaire du rétinol ; CRABP :
protéine de transport cellulaire de ’ATRA ; CRALBP : protéine de transport cellulaire du
rétinaldéhyde ; CYP26 : cytochrome P450 hydroxylase 26; LRAT: Ilécithine rétinol
acyltransférase ; RALDH : rétinaldéhyde deshydrogénase ; RDH : rétinol deshydrogénase ;

REH : rétinyl ester hydrolasel®®.
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2.5 Source de PIPATRA au cours du développement

embryonnaire

Dans I’embryon placentaire, le rétinol contenu dans le sang maternel est la source
majeure de ’ATRA. Chez les especes ovipares, le stockage de rétinol est dans le jaune d’oeuf.
Par le transfert du placental ou vitellus, le rétinol est capté par la protéine RBP4 qui s’exprime
dans I’endoderme viscéral a partir du stade de gastrulation (Fig. 2.5). Ce complexe
RBP4-rétinol traverse la membrane cellulaire par le STRAG6. Le géne stra6 est sous controle
de I’ATRA, son patron d’expression est complexe durant le développement. Cela donne un
indice des tissus dans lequel le rétinol est préferentiellement livré®®). Deux enzymes sont
capables de convertir le rétinol en rétinaldéhyde, I’alcool déhydrogénase cytosolique (ADH7)
et le rétinol déhydrogénase microsomale (RDH10). L’étude sur souris de perte de fonction
suggere que le rétinol est catalysé en rétinaldéhyde principalement par ADH7 de manicre
ubiquitine. La mutation de ADH7 est partiellement 1éthale aprés la naissance®”. Par la suite,
I’é¢tude sur la mutation de RDH10 montre que la mutation de RDHI10 est Iétale avant la
naissance (E13.5 chez la souris). En effet, RDH10 etablit un premier niveau de la régulation
dans les tissus spécifiques tels que I’ceil, le pancréas, I’intestin, la vésicule otique ainsi que les
membres antérieurs. On observe que 1’activité de ’ATRA persiste chez le mutant de RDH10,
cela indique que d’autres enzymes telles que ADH7 sont capables de générer le rétinaldéhyde
en faibles proportions*®!. Le rétinaldéhyde est ensuite oxydé en ATRA. Cette réaction est
médiée par des rétinaldéhydes déhydrogénases (RALDHSs). Il existe trois types de RALDH.

[41][42][43

Leur expression est spécifique selon le stade du développement et le tissu 1. Par les
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¢tudes sur les mutants de ces trois genes, on observe que RALDH2 est le responsable de
presque toute la production d’ATRA durant le développement précoce. La mutation de
RALDH2 chez la souris entraine des malformations séveres du télencéphale, rhombencéphale,
du cceur, des somites et des membres antérieurst*!*? 4] RALDH3 joue un rdle dans le
développement tardif de 1’eeil et du nez*” Le mutant de RALDHI est viable, son role est
aussi dans le développement de I”ceilt* %],

Dans I’embryon des vertébrés primitifs et des poissons marins, la source de ’ATRA est
principalement composée de caroténoides contenus dans le vitellus. Le clivage de

béta-caroténe par la béta-caroténe oxygénase(BCO) génére directement le rétinaldéhyde qui

va ensuite se transformer en I’ATRA par RALDH3™.

Visceral yolk sac
| Embryanic bleod

.

Retinol

Mature Reviews | Genetics

Figure 2.5. Régulation de la voie de ’ATRA dans une cellule embryonnaire™ Plusieurs

protéines controlent la dynamique de la voie de ’ATRA. STRA6, RDHI10, et les RALDHs,
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CRABP ainsi que Cyp26 permettent de controler 1’activité de la voie de ’ATRA dans les

tissus spécifiques®™”.

2.6 Récepteur nucléaire de PATRA

Le RA contrdle I’expression de ses genes cibles en se liant a deux types de récepteurs
nucléaires : les récepteurs de ’ATRA (RARs) et les récepteurs des rétinoides (RXRs)
U Les récepteurs de ’ATRA forment deux familles multigéniques. La premiére famille
comprend des récepteurs de type RAR (récepteurs de I’ATRA). La seconde comprend des
récepteurs de type RXR (récepteurs des rétinoides). Il existe trois isotypes de RAR (a, B, )
ainsi que trois isotypes de RXR (a, B, ). Chacun étant codé par un géne différent. Chaque
isotype de RAR (RARa, B, v) et RXR (RXRa, B, y) existe sous plusieurs isoformes: RARal,
RARa2, RARB1 a B4 et RARyl et RARy2 pour les RARs et RXRal, RXRa2, RXRpI
RXRP2 et RXRyl et RXRy2 pour les RXR. Les isoformes de RARs proviennent de
I’initiation de différents promoteurs ou sont obtenus par 1’épissage alternatif du méme ARN,
contrairement aux isoformes de RXRs qui sont issus uniquement de 1’initiation de différents

promoteurs 154,

2.7 Récepteur nucléaire des RARs et RXRs
Les RAR et RXR présentent une structure modulaire bien définie, commune a la plupart
des récepteurs nucléaires. Ils sont organisés en 6 domaines noté de A a F (Fig. 2.6A). Certains
domaines possédent des fonctions importantes telles que la dimérisation, la transactivation et

la fixation du ligand.
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Le domaine A/B: correspond a I’extremit¢ NH, du récepteur. Ce domaine
module est impliqué dans la transactivation de maniére indépendante du ligand par le
domaine de transactivation AF1 (Activation Function 1). En 1’absence de ligand, ce
domaine est capable d’activer la transcription des génes cibles!”. La région est plus
variable entre les différents sous types et isoméres des RAR et RXR. Par contre, au sein
des RAR, la région B est conservée et contient des sites de phosphorylation™.

Le domaine C: C’est un domaine trés conservé qui contient le domaine de
liaison a ADN. II est structuré en deux doigts de zinc permettant au récepteur de
reconnaitre des séquences spécifiques a 1’¢lément de réponse situé dans le promoteur des
génes cibles™.

Le domaine D: C’est un domaine peu conservé qui agit comme une charnicre
flexible entre les domaines C et E. Il permet un changement de configuration
fonctionelle apres fixation du ligand et peut contenir une séquence de localisation
nucléaire (NLS). Dans le cas de RXR, ce domaine est aussi impliqué dans la liaison a
1’ ADN. P07,

Le domaine E: est situ¢ du coté C terminal du récepteur. Ce domaine, tres
conservé entre différentes espéces, contient un site de liaison au ligand (Ligand Binding
Domain : LBD) et un site de transactivation AF2 (activation function 2). La régulation de
la transcription par AF2 dépend du ligand. . Ce domaine est actif a condition que le
ligand soit li¢ au récepteur. Le domaine AF-2 est la cible de nombreux coactivateurs et

[58][59]

corepresseurs 591 La région E contient également une interface de dimérisation des
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[52][60][61

récepteurs nucléaires I, Dans certains cas, cette région contient un signal de

localisation nucléaire [

. a partie centrale du domaine E riche en leucine sert a la
dimérisation du récepteur. Dans le cas des récepteurs RXR et RAR, ce domaine contient
aussi des sites de phosphorylation par PKA!.

Le domaine F: est un domaine peu conservé qui se situe du coté C-ter chez les
RAR et absent de RXR. Il a été montré que la présence de cette région est indispensable a
I’activation du domaine AF2!*¥, mais son réle n’est pas encore bien élucidé. Les RAR et
RXR se fixent sur des séquences spécifiques situ¢es dans la partie régulatrice du gene
qu’on I’appelle des ¢léments de réponse de ’ATRA (RARE) (Fig2.6). L’¢lément de
réponse du RAR est composé de 2 motifs hexanucléotidiques : 5°-(A/G)G(G/T)TCA-3’
orientés en palindrome, repétition directe (DR) ou inversée (IR) (Fig. 2.6 B). Le plus
fréquent est la répétition directe. Les 2 sites sont séparés par un nombre variable de
nucléotides (N=1,2 ou 5), noté DR1, DR2 ou DR5 % (Fig 2.6 C). Les RAR et RXR
régulent la transcription du gene cible en se fixant sur ’ADN sous forme de dimeére, un

récepteur sur chaque séquence hexanucléotidique. IlIs peuvent agir sous forme

d’homodimere ou d’hétérodimere (Fig2.6 D).
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Ligand ( ()asass83
220 aa

dimerization

Palindrome Direct Repeat Inverted Repeat
(DR} (IR)

c 5 AGeTCANNNNNLGSTCA 3 (DRS)
5 éc@’rcmé@%ea 3" (DR1)
5 Sogrcanniolrca 3 (DR2)

P

RA/
WV
A

D o) A

. RAR | RXR |
X

— N >— — N[ —

DR2 or DRS

Figure 2.6. A : Structure génerale du récepteur nucléaire. B: 3 types d’orientation
possible dans un élement de réponse. C : Eléments de réponse avec exemple de répétition
directe. Les deux séquences sont séparées par un nombre de nucléotides variant de N=0 a 5.
D : Exemple de liaison des récepteurs des rétinoides sur des demi-sites en répétition directe

avec I’hétérodimére RXR/RAR!®7.

2.8 Dimérisation de RAR et RXR

In vitro, I’homodimére de RAR peut se lier a des séquences spécifiques de I’ADN
(promoteur P2 de RARPB2, DRS). Mais cette fixation n’est efficace que par I'intervention de
facteurs externes. Les premiers facteurs a avoir été mis en évidence sont les RXRs "), Ainsi,
I’hétérodimere RAR/RXR permet d’activer la transcription des geénes cibles. In vitro, la

comparaison des homodimeres RAR/RAR par rapport aux hétérodiméres RAR/RXR a permis
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de montrer que 1’hétérodimérisation permet d’augmenter 1’efficacité mais aussi la sélectivité
de la liaison aux différents éléments de réponse %,

Les RXRs sont impliqués dans de nombreuses voies de signalisation. Ils peuvent agir
sous forme d’homodimeres mais ils s’hétérodimérisent le plus souvent avec d’autres
récepteurs nucléaires comme les RAR (récepteur de I’ATRA), COUP-TF (facteur de
transcription du promoteur de 1’ovalbumine de poulet), FXR (récepteur des farnésoides),
LXR (récepteur X du foie), NGF1B (facteur de croissance neuronale 1B), PPAR (récepteur
des péroxisomes en prolifération), TR (récepteur des hormones thyroidiennes), ou VDR

210 Certains hétérodimeéres impliquant RXR

(récepteur de la vitamine D3) (pour revue,
peuvent activer la transcription des genes par la simple liaison du ligand sur RXR. C’est le cas
des hétérodiméres RXR/FXR, RXR/LXR ou RXR/PPAR " Cependant, dans d’autres cas
d’hétérodimérisation impliquant les RXRs (RXR/RAR, RXR/TR, RXR/VDR), Ila
transcription des génes n’est pas activée par la liaison du ligand sur RXR"Y. La régulation de
la transcription est plus complexe et implique que chaque partenaire ait li¢ son ligand. Par
exemple, 1’hétérodimeére RAR/RXR est transcriptionnellement actif seulement si les deux

partenaires du dimeére ont fixé leur ligand respectif "2
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Chapitre 3 Role de PATRA dans le développement du

rhombencéphale

L’activit¢ de I’ATRA est intensivement ¢étudiée dans le développement et la
segmentation du rhombencéphale. Ceci est partiellement di a la découverte de I’expression
combinatoire le long de I’axe rostro-caudal du rhombencéphale des geénes hox eux-mémes
régulés par PATRA 7473 1 »exces ou I’insuffisance d’acide rétinoique a pour résultat des
effets tératogénes majeurs sur le développement embryonnaire et en particulier du
rhombencéphale ce qui suggere que I’ATRA joue un réle important dans la formation de cet

7617778 1 ’action de ’ATRA est trés dynamique dans le territoire du rhombencéphale.

organe
Son activité est finement régulée par sa synthése, sa dégradation et son transport. Les études
sur le role de RA dans I’expression des genes hox et d’autres génes qui contrdlent la
segmentation du rhombencéphale supportent I’hypotheése de I’existence d’un gradient de RA
selon I’axe antéro-postérieur.

Dans ce chapitre, je présenterais I’effet de I’ATRA sur la formation du rhombencéphale
ainsi que ses effets tératogénes. Ensuite, je décrirais le mécanisme qui pourrait permettre la
formation d’un gradient d’acide rétinoique. Je discuterais également des mod¢les actuels qui

décrivent son action dans le développement du rhombencéphale ainsi que des limitations

techniques pour valider ces modeles.
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Fig3. L’effet tératogéne des rétinoides dans le développement du rhombencéphale
entrainé par exces ou déficit de RA.A : L’effet tératogéne dépend du stade de développement
chez la souris. L’exceés de RA entraine une malformation morphogénétique sévére durant le
développement aussi bien précoce que tardif ’”). B: Le déficit de RA chez 1’embryon de
caille entraine lui aussi des défauts morphogénétiques majeurs : les marqueurs postérieurs
sont remplacés par des marqueurs antérieurs du rhombencéphale **. C : Effet du déficit de

RA chez ’embryon de rat *!1.
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3.1 L’effet d’excés ou déficite de RA sur le développement du

rhombencephale

L’effet tératogéne de I’ATRA sur le développement du rhombencéphale a été observé il
y a 40 ans par Gillian Morriss-Kay " (Fig3.1 A). Elle a montré que I’excés d’acide
rétinoique dans I’alimentation de femelles en gestation peu avant ou durant le stade de la
neurulation entraine un raccourcissement du rhombencéphale!’®. Par la suite, des études sur

les souris 3233

ont montré que l’effet tératogéne est fortement dépendant du stade de
développement. Il varie entre une disparition du rhombencéphale présomptif si 1I’exposition a
RA est juste avant la somitogenese et une morphologie quasiment normale ou avec une plus
forte expression des geénes postérieurs dans la partie antérieure si I’exposition a RA suit le

77][84]et le

début de la somitogénese. Des effets similaires ont été observés chez le Xénope !
poisson zébre ["®). Cependant, Cependant, d’aprés les études sur ’analyse d’expression des
genes antérieurs du rhombencéphale sur la migration et la différenciation de la créte
neurale!””™!, les auteurs ont conclu que I’effet tératogéne d’un excés d’acide rétinoique sur le
rhombencéphale est dii & une disparition de sa segmentation et une transformation des
neurones en d’autres types cellulaires plutot qu’a la la perte du territoire du rhombencéphale.
Le patron d’expression des genes de segmentation et des geénes hox tel que le krox 20, hoxb1
et hoxb2 sont déplacés vers un phénotype de segmentation plus postérieur. Dans le cas
extréme, la région normalement occupée par les thombomeres 1-4 (r1-r4) est transformée en
une seule partie de tube neural avec un patron d’expression de r4(Fig A). Par ailleurs,

I’isomére 9-cis RA semble exhiber un effet tératogéne plus prononcé [*218¢],
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Ces ¢études montrent que durant le développement du tube neural, I’excés d’acide
rétinoique dans une fenétre de temps spécifique perturbe fortement le patron d’expression de
la partie antérieur du rhombencéphale, Cependant la partie postérieure reste néanmoins non
affectée. Et cela bien qu’une disparition de la segmentation du rhombencéphale postérieur
chez I’embryon de poulet ait été observée aprés une exposition local a RA a un stade tardif
aprés que la somitogénése ait commencé 71,

Un déficit en RA présente aussi des effets tératogeénes. Ces effets ont  été étudiés dans
’embryon de caille déficient en vitamine A (VAD) . (Fig 3.1 B) Dans ces embryons, le
patron d’expression génétique du rhombencéphale antérieur semble normale, mais les génes
caractéristiques de la région postérieure ne sont plus exprimés. En conséquent, les cellules
destinées a développer les rhombomeres postérieurs r4-r7 contribuent au thombomere r3 dont
le domaine s’étend jusqu’au premier somite. Chez le rat, la partie antérieur du

(81]

rhombencéphale semble normale , sa partie caudale est plus courte et le patron

d’expression est anormal : les rhombomeres 15-r8 sont transformés en 4 (Fig 3.1 B).

3.2 Le gradient de PATRA

L’effet tératogéne d’excés ou de déficit d’acide rétinoique suggere que RA agit comme
un signal endogeéne important a 1’établissement de ’axe antéropostérieur. L’excés en RA
affecte le développement du rhombencéphale antérieur tandis que son déficit affecte le
rhombencéphale postérieur. Ceci suggere que le niveau endogene de RA est plus €élevé dans la
partie postérieur et plus faible dans la partie antérieur, autrement dit, qu’un gradient

rostro-caudal d’acide rétinoique pourrait exister. Cependant, cette hypothese est difficile a
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vérifier car ’ATRA est une petite molécule liposoluble difficile & détecter de manicre directe.
Grace a un ligné de poisson zebre transgénique contenant 3 copies d’une séquence RARE
induisant I’expression d’une protéine fluorescente YFP, Perz-Edwards et al. ont observé un
signal fluorescent légérement plus fort dans la partie postérieure que la partie antérieure!™.
Les études sur souris transgéniques portant un gene LacZ sous contréle d’une séquence
RARE ont montré qu’au stade ES8.25-9.25, lDactivit¢ RA est détectable dans le
rhombencéphale postérieur jusqu’au thombomeére r5. A un stade plus précoce, I’activité RA
peut étre détectée jusqu’a la frontiere entre 12 et r3. Bien que ces études permettent de
visualiser le gradient de maniére indirecte, cela n’est pas suffisant pour déterminer la nature
du gradient. Deux hypotheéses ont été émises:

1) L’ATRA est exprimé localement dans la partie postérieure du rhombencéphale et
diffuse vers la partie antérieure.

2) L’expression RA est homogene le long de I’axe antéropostérieur, mais les récepteurs
de RA sont localisés plus vers la partie postérieure.

Pour tester ces hypothéses, Colbert et al. ont transféré un ligné de cellules reportrices
contenant une construction RARE : lacZ co-cultivée dans la région du tube neural de souris
afin de localiser la source d’acide rétinoique™. Le résultat indique que I’activité RA provient
uniquement du tube neural. Des résultats similaires sont observés chez le xénope %, et la
souris . McCaffery et Drager ont aussi utilisé la zymographie (méthode d’électrophorése
utilisée pour détecter I’activité d’une enzyme) afin de déterminer la distribution spatiale de la

synthése de RAPY. En conclusion, ces études de co-culture de cellules et de zymographie

montrent que la synthése de RA et son activité présentent le méme profil antéropostérieur.
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3.3 Synthese de ’ATRA dans le rhombencéphale

Le site de production de I’ATRA chez le poulet et la souris a été déterminé a travers
I’expression de son enzyme de synthése, la rétinaldéhyde déhydrogénase (RALDH2) P23,
La RALDH2 génére I’ATRA par oxidation du rétinaldéhyde. Les études

d’immuno-histochimie et d’hybridation in situ ont montré que chez le poisson zébre P

. 95
comme chez la souris

, cet enzyme est exprimée durant le développement précoce dans le
mésoderme paraxial jusqu’a la premiere somite adjacente du rhombencéphale postérieur. Les
¢tudes sur souris mutante (RALDH2 -/-) montrent I’existence d’une malformation du
rhombencéphale qui ressemble aux observations chez la caille VAD : la taille du rhombomeére
postérieur est réduite et 1’expression des geénes postérieurs est remplacée par des geénes

6] De maniére similaire, chez le poisson zébre connu sous le nom de mutant

antérieurs
neckless (possédant une mutation de perte de fonction de RALDH2), la taille du
rhombencéphale postérieur est réduite entre r5 et la premiere somite, tant dis que la partie

antérieure reste inchangée P,

En revanche, la surexpression de RALDH2 chez le xénope
entraine une postériorisation du rhombencéphale. Ces é¢tudes montrent que I’ATRA synthétisé
par RALDH2 est localis¢ dans la moelle épiniére puis diffuse antérieurement jusqu’au
rhombencéphale pour définir le rhombencéphale postérieur. Ces résutats sont consistants avec
un modele de gradient dans lequel la concentration de I’ATRA est plus forte dans la partie
postérieure que dans la partie antérieure du rhombencéphale. En effet, selon ce mode¢le, la

nature de ces régions est définie par la concentration de ’ATRA qui régule la transcription de

genes tel que les génes Hox (dont I’expression nécessite une concentration en RA d’autant
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plus forte qu’ils sont plus postérieurs). Cependant, I’existence d’une famille d’enzymes qui
métabolise ’ATRA dans le rhombencéphale rostral peut aussi permettre la formation de ce

gradient.

3.4 Dégradation de ’ATRA dans le rhombencéphale

L’ATRA est catabolisé par des enzymes (CYP26) de la famille P450 de la cytochrome

oxidase!®Il

P01 115 convertissent I’ATRA d’abord en 4-hydroxy-RA puis par une réaction
d’oxidation, ce dernier est converti en 4-oxo-RA. Par des méthodes biochimiques et a ’aide
de cellules rapportrices, Yamamoto et al. ont montré que 1’activité catabolique de ’ATRA
due a une enzyme du cytochrome oxidase p450 est particulierement importante dans le
rhombencéphale de I’embryon de souris. Par la suite, la premiére enzyme CYP26 a été

identifiée chez la souris et le xénope ['*0M10NI10]

et son expression est localisée dans le
rhombencéphale antérieur. Chez le poulet, son expression est limitée au prosencéphale et
mésencéphale. Ainsi, chez les trois especes, la localisation des enzymes RALDH2
(responsable de la synthése de RA) et CYP26 (responsable de sa dégradation) implique une
source postérieure et une dégradation antérieure de ’ATRA qui sont consistantes avec la
notion d’un gradient antéro-postérieur. Par la suite, d’autres membres de la famille CYP26
ont été identifiés et clonés et leur patron d’expression a été étudié par hybridation in situ.
Quatre membres de cette famille ont été identifiés : CYP26A1, CYP26B1, CYP26C1 et
CYP26D1. CYP26A1 a été identifi¢ chez le poisson zebre, la souris, le xénope et le poulet.

CYP26BI1 et CYP26C1 sont présents chez le poisson zebre, le poulet et la souris. CYP26D1

est trouvé uniquement chez le poisson zebre. Tous les quatre sont exprimés dans le
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rhombencéphale de chaque espéce et leur patron d’expression est relativement conservé. On
trouve une forte expression de cyp26Aldans les rhombomeéres 12 et r4. La perte de fonction
de CYP26A1 chez la souris et le xénope et la mutation de cette enzyme chez le poisson zebre
entrainent une expansion du domaine d’expression des genes de la partie postérieure du

[103][104](105](106] ces effets sont

rhombencéphale et sa partie antérieure est mal spécifiée
similaires a ceux dus a un exces d’acide rétinoique. En revanche, la surexpression de CYP26
chez le xénope restore I’effet tératogéne dii a un déficit d’acide rétinoique. L’expression
ectopique de CYP26 dans le xénope entraine une antériorisation du rhombencéphale similaire
a ’effet d0 a une déficience en acide rétinoique. Chez le poisson zebre, la surexpression de
CYP26A1 inhibe I’expression des genes postérieurs mais il n’induit pas I’expression des
génes antérieurs dans la région postérieure du rhombencephale!' 1'%, Ces effets sont gradués:
une augmentation progressive de 1’expression de CYP26 entraine une antériorization

: N 101
progressive des rhomboméres individuels [,

3.5 L’expression dynamique du Cyp26s
Le signal de I’ATRA s’¢étend et recule dans le rhombencéphale durant le développement,
probablement a cause de I’expression dynamique de CYP26s. Cyp26al est le premier géne de
cette famille qui s’exprime et son expression est limitée a la plaque neuronale antérieure au
début et durant la gastrulation '), Son expression se déplace plus postérieurement jusqu’a la
frontiére de r3 et r4 puis se limite a r3 chez le poisson zebre et a la frontiere 12 et r3 chez la

[105]

sourist! O8] - Cependant, White et al ont montré chez le poisson zébre que cyp26al est
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aussi faiblement exprimé par les cellules dans la région du rhombencéphale de 13 jusqu’a 7.

Cette faible expression semble induite par I’ATRA lui-méme [,

L’expression de Cyp26bl apparait plus tardivement et plus dynamiquement dans le

[109

cerveau postérieur, son expression est indépendante de I’ATRA %), Chez le poisson zébre, il

[110

s’exprime d’abord dans r3/r4 et r2-r6 au début de la somitogénése '), Chez le poulet, son

111

expression est initiée dans r4 puis étendue jusqu’au rl-r6 'Y, Chez la souris, il s’exprime

"2 La preuve directe que cyp26bl contribue au

initialement dans r3 et r5 puis dans r2-r6 [
développement du cerveau postérieur provient d'études chez le poisson zebre. L’injection de
morpholinos qui inhibent la production des protéines Cyp26bl ne cause pas de défauts
morphologiques du cerveau postérieur. Cependant lorsqu’ils sont injectés dans des mutants de
cyp26al, ils causent I’expansion du rhombomeére r4 et de la frontiere r6/r7 qui es déplacée
antérieurement ("%,

Cyp26¢1 est également exprimé dans le cerveau postérieur et son patron d’expression
varie considérablement entre les especes. Chez le poisson zébre, son expression commence au
stade blastula ou elle est limitée au rhombomeres r2-r4 puis elle s’étend aux rhombomeres

6 1108

r2-r I'et au cerveau postérieur dorsal. Chez le poulet, son expression commence durant la

gastrulation dans le mésoderme antérieur, puis dans les rhombomeres r2/13 et s’étend vers

r4-r6 131 Chez 1a souris, L’expression de Cyp26c] apparait d'abord au stade E7.5 dans les

[114

cellules mésenchymeuse de la téte [''*! et aprés la gastrulation dans r2 et r4 !,

L’expression dynamique de RALDH2 et des CYP26 dans le territoire du
rhombencéphale est contrdlé par I’ATRA. RALDH?2 est inhibé par RA alors que CYP26al est

induit par RA. L’expression de cyp26 al est aussi dépendant des voies FGF et Wnt ') qui
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pourraient jouer un role dans la définition du domaine d’activité enzymatique dans le

rhombencéphale.

3.6 Transport et stockage de RA par les CRABPs

Contrairement aux autres morphogenes protéiques, ’ATRA a besoin d’étre 1i¢ a des
protéines de transport pour se solubiliser dans le cytoplasme. La concentration d’acide
rétinoique dans le rhombencéphale pourrait dépendre aussi de ces protéines de transport. Chez
les vertebrés, la famille de transporteurs de I’ATRA contient deux membres, CRABPI et
CRABPII. Ces protéines lient I’ATRA avec une haute affinité, mais pas le rétinol ou le rétinal
1 On leur a attribué divers roles potentiels, y compris le stockage, I’atténuation de la voie
de signalisation ainsi que la protection contre la dégradation enzymatique. Les CRABPs
facilitent I’interaction entre I’ATRA et les RARs ! i1 heyvent aussi protéger les

12001210122]36] - plysieurs groupes ont montré que

cellules contre ’excés d’acide rétinoique !
I’expression de CRABPI dans des mode¢les cellulaires sensibles a I’ATRA rendait les cellules
insensibles a ses effets. Cette protéine serait donc un régulateur négatif de la signalisation
par ’ATRA en maintenant ’ATRA dans le cytosol et en empéchant son association avec les
RARs UZI2AI2AUAI2I021 1) 6t¢ proposé par plusieurs auteurs, notamment par J.L.
Napoli que CRABPI pourrait étre impliquée dans le catabolisme de I’ATRA en facilitant sa

dégradation par les Cyp26s. ['2I127I128

11 a par ailleurs ét¢ montré dans des modéles
cellulaires du tératocarcinome que plus le niveau de CRABPI exprimé est éleve, plus le taux
de catabolisation de ’ATRA augmente, ce qui pourrait expliquer 1’effet négatif de CRABPI
sur la signalisation de I’ATRA ["*!1. Son réle est de protéger les cellules contre I’excés d’acide
rétinoique en le séquestrant dans le cytosol, loin de leur récepteurs en facilitant leur

1

dégradation par Cyp26!!2!M1261L127I28] "By revanche, CRABPII semble avoir un rdle positif

dans la signalisation par I’ATRA. L’expression de CRABPII dans la lignée cellulaire COS-7
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augmente la transactivation d’un geéne rapporteur de I’ATRA. Le mécanisme mis en jeu
implique une interaction directe entre les récepteurs RAR et CRABPIIL. 11 semble que
CRABPII soit un coactivateur transcriptionnel des diméres de récepteurs RAR-RXR!'?,
Cette protéine a une localisation cytosolique en absence d’acide rétinoique, mais sa liaison a
RA induit un changement de conformation qui expose un signal de localisation nucléaire. La
protéine est donc transportée dans le noyau quand elle est associée a ’ATRA?. Son role
serait donc de transporter I’ATRA du cytosol jusqu’aux récepteurs de I’ATRA dans le noyau,

[118][65

avec lesquels elle intéragit physiquement ], Cependant la délétion génétique de CRABPI,

de CRABPII ou celle combinée de CRABPI et CRABPII n’a pas d’effet visible chez la souris

pendant le développement embryonnaire ou a 1’age adulte, ce qui pose la question de leurs

roles physiologiques respectifs 2!,

3.7 Problématique : quelle est la nature du gradient ?

Le territoire d’expression de RALDH2 et CYP26 est compatible avec un gradient
spatial de 'ATRA dans le rhombencéphale dont la concentration est plus forte dans la partie
postérieure qu’antérieure. Cela conduit a proposer un modele dans lequel RA forme un
gradient linéaire qui agit tel un morphogéne pour la spécification du rhombencéphale 21132,
Par la suite, les études sur les souris mutantes de Raldh2-/- ont montré que la malformation du
rhombencéphale peut étre partiellement sauvée par une administration maternelle de RA P°,
Des ¢études similaires réalisées sur le poisson zebre traité par un inhibiteur de Raldh2 et
incubé dans un milieu enrichi en RA montre que la malformation du rhombencéphale est

13

sauvée ¥, Les études sur le poisson zébre permettent de proposer différents modéles (Fig3.2

A).
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108]

Hernandez et al. '®proposent un modéle sans gradient dans lequel Iactivité de RA

dans la partie antérieure est limitée par I’expression des CYP26s. (Fig 3.2 B)

Maves et Kimmel**

proposent que non seulement la concentration de RA est
importante, mais le temps d’exposition a RA est aussi important pour 1’induire 1’expression
du gene cible. Ils ont évalué la fenétre d’exposition a RA sur le développement du
rhombencéphale et ont montré que les geénes cibles de RA ne sont nécessaire qu’au début de
leur expression. Si cette fenétre est dépassée, les génes cibles de RA ne peuvent plus étre
induits. Mais DI’application de RA exogeéne a 1’aide des billes pré-absorbées en RA peut
induire I’expression des geénes plus tot que leur fenétre d’expression normale. Ces résultats
suggérent que le gradient de RA est interprét¢ par un temps d’exposition a RA: la
concentration de RA augmente au fil du temps, une fois qu’un certain seuil est atteint, les
genes cibles sont exprimés. Les génes cibles de RA dans la partie postérieure du
rhombencéphale sont exposés a des concentrations ¢levées de RA plus longtemps que ceux
qui sont dans la partie antérieure ['*¥ (Fig 3.2 C).

Par I’implantation de billes pré-absorbés dans RA, White et al proposent un modéle qui
implique a la fois Cyp26al et un gradient antéro-postérieur de facteur de croissance de
fibroblastes FGF (fibroblast growth factor). Dans ce mod¢le, durant la gastrulation, le
gradient de RA est modulé par sa dégradation par Cyp26al qui est inhibé par RA et FGFs
respectivement. Par ce mécanisme, RA est dégradé dans la partie antérieure du

rhombencéphale par CYP26al et plus concentré dans la partie postérieur grace a la présence

concomitante de FGF !'""! (Fig 3.2 D).
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Figure3.2. Mod¢eles de la voie de régulation par RA et du développement du
rhombencéphale. A: Le modele classique dans lequel la concentration de RA est statique et
linéaire, définie par une balance entre synthése et dégradation. B : Modele du gradient
croissant. Dans ce mod¢le, la concentration de RA augmente avec le temps jusqu'a un certain
seuil nécessaire pour initier 1’expression des genes cibles. C: modele sans gradient: la
concentration de RA est limitée par la présence de cyp26 dans les parties antérieures du
rhombencéphale, et dont la frontiere d’activité se déplace antérieurement lors du
développement. D : modele classique modifié. Dans ce modele, le gradient de RA est limité
par I’activité cyp26al. Ce dernier est lui-méme induit par RA dans la partie antérieure et
inhibé dans la partie postérieur du rhombencéphale par Fgf (modifi¢ de ') Dans ces
différents modeles, la présence de RA est trés dynamique. Pour mieux comprendre la
dynamique de la voie RA, il faut développer un outil qui permette d’activer cette voie a un

endroit et un stade de développement précis avec un temps d’exposition et une concentration
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connue. Dans les études actuelles sur la voie RA, cette précision spatio-temporelle n’est pas
atteinte. Pour activer la voie RA a un endroit précis, la méthode la plus commune utilise des

109][134]’ ce qu1 ne

billes pré-incubées dans une forte concentration de RA (10pM-10mM)!
permet pas de controler la concentration (ou le gradient) de RA issu de cette implantation. Il
est donc crucial de développer un outil permettant de contrdler I’activité de RA avec une

résolution spatio-temporelle adéquate (quelques cellules et I’ordre de la minute) et avec une

concentration connue.
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Chapitre 4 L’ATRA cagé

Nous avons discuté au chapitre 3 de la dynamique du gradient d’acide rétinoique durant
le développement du rhombencéphale. Les outils actuels ne permettent pas de contrdler
I’activité de RA avec suffisamment de précision spatio-temporelle. La premiére partie de ma
thése a consisté a mettre au point une technique qui permet de controler la concentration
d’acide rétinoique dans un embryon de poisson z¢bre de manicre spatio-temporelle précise et
résolutive. Avant mon arrivée dans le groupe, 1’équipe du Prof. Ludovic Jullien avait déja
synthétis¢ différentes variantes d’un acide rétinoique cagé (RA cagé) avec différents
groupements protecteurs photolabiles. Le but était de réguler ainsi par photo-activation a deux
photons la concentration d’acide rétinoique dans un embryon de poisson zebre vivant avec
une haute précision dans 1’espace et dans le temps. Dans ce chapitre, je vais commencer par
présenter les outils actuellement utilisés pour étudier la voie de signalisation de RA. Ensuite,
je présenterai les molécules cagées que j’ai étudié au cours de ma thése. Finalement, je

discuterai des problémes rencontrés avec ces molécules.

4.1 Outils actuels pour controler P’activité de la voie de
signalisation de PATRA

L’ATRA est synthétisé par les RALDHs, puis capté dans le cytoplasme et transporté par
les CRABPs pour s’associer avec des récepteurs nucléaires et activer ses genes cibles. La
stratégie la plus utilisée pour bloquer son activité (et que nous avons adopté) est de bloquer

les RALDHSs, ce qui entraine la formation des embryons déficients en RA. Comme nous
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I’avons vu, dans 1’organisme, les rétinaldéhyde déshydrogénases (RALDHSs) convertissent le
rétinal en acide rétinoique. Il existe un inhibiteur réversible de cette enzyme: le
diéthylaminobenzaldéhyde (DEAB)!??.

Expérimentalement, chez le poisson zebre, on ajoute ces inhibiteurs dans le milieu

(1341 On ajoute ensuite, a différents

environnant afin de bloquer 1’action de I’ATRA endogéne
stade de croissance des embryons, une concentration donnée d’acide rétinoique qui diffuse de
facon homogene dans tous les embryons. On peut aussi ajouter ’ATRA de manicre plus
locale par implantation de billes pré-absorbées en RA directement dans 1’embryon!! %134,
Cependant cette technique ne permet pas de controler ou de connaitre la concentration exacte
de RA dans I’embryon. Par ailleurs, cette méthode ne permet pas de contrdler la fenétre
d’activation par RA : la voie RA est donc activée continuellement avec une concentration

¢levée et non controlée de RA. Afin d’étudier la dynamique de ’ATRA, une méthode qui

permettrait de libérer RA a un temps et un endroit précis est nécessaire.

4.2 Principe du décageage
Une molécule cagée est a une molécule modifiée de fagon a étre liée avec un groupement
photolabile qui bloque son activité. L’illumination de la molécule cagée a une longueur
d’onde appropriée entraine la rupture de la liaison covalente et 1’activation de la molécule
initiale. Grace a cette méthode, on peut cager des molécules qui possédent une activité
biologique afin de manipuler leur activité par la lumiére. En absence de lumicre, le
groupement cagé bloque son activité qui est restaurée par I’illumination & une longueur

d’onde adéquate!'*!.
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4.3 L’ATRA cagé par le groupement protecteur o-nitrobenzyle

Dans le laboratoire du Pr. Ludovic Jullien, plusieurs RA cagés ont été synthétisés par une

réaction d’estérification a 1’aide de groupements protecteurs photolabiles différents. (Fig 4.1)
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Figure 4.1. A) Réaction utilisée pour effectuer la synthése de RA cagé (cRA). Une
molécule de RA se lie avec une molécule d’alcool contenant un groupement protecteur
photolabile (Photolabile protecting group PLPG) pour donner un ester : cRA cagé. B)

Structure de cRA!3®!,

La cinétique de photo-déprotection du RA cagé par le groupement protecteur
o-nitrobenzyle (cRA) a été bien caractérisée dans une solution Tris pH9/acétonitrile.
L’illumination de cRA par les UV (365 nm) entraine trois types de réaction. Avec la source
lumineuse classiquement utilisée (lampe UV de paillasse 4 ou 6 W), on observe une

réaction d’isomérisation de 1’axe polyénique du cRA pendant les 20 premicres secondes.

47



Entre 20 et 400 s, la réaction de photodécageage génere les différents isoméres de RA y
compris ’ATRA. Au bout de 2000 s, on observe une réaction de photodégradation!'>®.

L’ancien thésard du laboratoire, Pierre Neveu, avait observé qu’en incubant les
embryons de poisson zebre dans 10 uM de cRA pendant 90 min puis en les illuminant
pendant 1 min, les embryons développaient un phénotype analogue a celui observé lors de
I’incubation dans le ATRA (raccourcissement de 1’axe, sévére malformation de la téte et
disparition de I’ceil). Il avait conclu que cRA pouvait étre décagé par une lampe UV a 365 nm
et que le rendement du décageage était de 10 %. On pouvait donc décager en principe 1 nM
de RA a partir de 10 nM de cRA!*. Malheureusement, nous n’avons pas réussi a reproduire
les conditions expérimentales pour reproduire ce phénotype ; dans les conditions que nous
avons explorées, les embryons incubés dans cRA puis illuminés ne présentaient aucun
phénotype de malformation similaire a celui observé avec les embryons qui avaient été
incubés dans ’ATRA. Apres plusieurs tentatives et des modifications infructueuses du
protocole, on s’est posé la question de savoir d’ou venait cette irreproductibilité(Fig 4.2)

Le RA est une molécule peu soluble dans I’eau. On observe ainsi a I’ceil nu qu’une
solution de 10 uM de RA forme des agrégats dans le milieu de poisson. Cela nous a conduit a

penser qu’il y avait un probléme de solubilité. On a donc réalisé une série de tests de

spectrophotomérie UV pour évaluer cette hypothése.(Figure 4.2)
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Figure 4.2. Spectres UV de RA et cRA dans différents milieux et au cours du temps. A)
milieu organique DMSO : le spectre n’évolue pas au cours du temps, ce qui suggere que cRA
est bien solubilisé ; B) milieu aqueux : I’absorbance diminue au cours du temps, ce qui
suggere une précipitation. On retrouve ce méme comportement dans un milieu mélangé de
DMSO et d’eau (C) ainsi qu’avec RA en milieu aqueux E3 (D).

Figure 4.2 a montré que le RA et cRA sont tous deux solubles dans le solvant organique

DMSO. Le pic d’absorbance est vers 365 nm pour cRA et 343 nm pour ATRA. Dés qu’il y a
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présence de 1’eau dans le milieu, le pic d’absorption de cRA diminue et s’accompagne d’un
déplacement spectral vers le rouge, ce qui signifie qu’il y a une formation d’aggrégats. Dans
le milieu de poisson E3, le pic d’absorption de RA diminue aussi et il présente ¢galement un
déplacement spectral vers le rouge au bout de 2 h. Ces résultats confirment I’hypothése qu’il y
a un probléme de solubilit¢ de cRA en milieu aqueux. C’est probablement pour cette raison
qu’on n’observe pas le phénotype de malformation ATRA : la concentration de cRA dans le
milieu aqueux est trop faible pour que le décageage produise des quantités suffisantes
d’ATRA.

Comme cRA est trés soluble en milieu organique, mais peu dans une solution aqueuse,
on a pensé a utiliser des complexants ou des surfactants pour diminuer la formation d’agrégats.
Ce sont des macromolécules qui pourraient disperser les molécules de cRA et ainsi empécher
la formation d’agrégats. Plusieurs complexants et surfactants ont été utilisés et 1’évolution
temporelle des spectres d’absorption de cRA en leur présence a été étudiée : BSA (0.1mg/ml)
(Figure 4.3C), pluronic (0.1g/ml) (Figure 4.3B), tween (10 uM) (Figure 4.3A) et triton (1%
W/V) (Figure 4.3D).

Parmi les additifs étudiés, seuls BSA et triton ont fourni des résultats satisfaisants. Pour
I’ATRA, le pic d’absorption est étroit et on n’observe pratiquement pas de déplacement
spectral vers le rouge. Dans le cas du cRA, le probléme d’agrégation semble étre de méme
résolu dans ces conditions. Ces résultats suggéraient que 1’on puisse utiliser ces additifs lors
de I’étape d’incubation des embryons. On a ainsi testé ces conditions d’incubation en plagant
les embryons dans une solution de cRA en présence de BSA ou de triton. Les embryons de

poisson zebre ne peuvent pas survivre dans la solution contenant le triton. En revanche, ils
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peuvent survivre en présence de BSA. Cependant 1’ajout de BSA n’a pas amélioré le
probléeme de reproductibilité. Nous n’avons toujours pas observé de phénotype de
malformation apres I’incubation dans une solution de cRA en présence de BSA suivie d’une
illumination UV. On a alors décidé d’arréter ce projet et de nous tourner dans une autre
direction pour le méme I’objectif mais cette fois en mobilisant non pas un groupement

protecteur photolabile mais les propriétés photochimiques de I’ATRA lui-méme.

2]

RA(IINneés) &ERA(dotls) 10 M| in” PILranic fH

0.08 HeRA(links)&RA(dots) 10M in Tween)/ 3]

3>
V)

BEZSL3 NEN

adsorption
adsorption

2560 300 350 400 250 300 350 400 450 500
wavelength wavelength

C GRA {lirfe) & RA| (dbtd) 10.M Tn BSA/ES D°

0.08 — E
] =
H =
3 0,04 - =
% (=9
3 g
i &

0.02 —

e 00 400 500 E
wavelength wavelength

Figure 4.3. Spectre UV de RA et cRA en milieu aqueux en présence de différents

complexants ou surfactants. A : Tween, B : Pluronic, C : BSA, D : Triton.
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Chapitre 5 Isomérisation de PATRA

Nous avons déja vu dans les précedents chapitres que les rétinoides (vitamine A et ses
dérivés) sont des substances puissantes pouvant réguler l'expression d'un grand nombre de
genes dans I’embryon, en particulier ceux qui sont responsables du développement du
rhombencéphale. L’activité régulatrice des rétinoides sur leurs geénes cibles est médice
principalement par I’ATRA. Cependant, les rétinoides sont trés riches en doubles liaisons qui
peuvent s’isomériser par la chaleur, dans un environnement acide et par la lumicre.
L’isomérisation des rétinoides permet de changer la conformation de la protéine associée
(membranaire ou nucléaire) et ainsi de moduler son activité. Ainsi la photo-isomérisation du
11-cis rétinal en all-trans-rétinal joue un role essentiel dans le cycle de la vision chez les
mammiferes. D’autres isomeres de I’ATRA peuvent jouer un role dans la régulation
génétique, c’est le cas de 9-cis RA. Par ailleurs, bien que le 13-cis RA n'ait pas d’activité
régulatrice avérée lors du développement, il est utilis¢ comme un agent efficace dans le
traitement pharmacologique d’une variété de conditions dermatologiques et de cancers. Dans
ce chapitre, nous exposerons dans la premiére partie, le principe de I’isomérisation trans-cis.
Ensuite, nous allons présenter le cycle de vision qui implique 1I’isomérisation trans/cis du
11-cis rétinal. A la fin, nous allons présenter les deux isomeres de ATRA ainsi que leur

mécanisme d’action dans diverses conditions biologiques.

5.1 L’isomérisation cis/trans
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En chimie organique, I’isomérisation cis/trans (également connue sous le nom
d’isomérisation géométrique) est une forme de stéréo-isomérie décrivant l'orientation des
groupes fonctionnels dans une molécule. En général, ces isomeres contiennent des doubles
liaisons ou une structure cyclique qui empéche une rotation aléatoire, ce qui entraine la
formation d’isomere cis ou trans. Ces isomeres sont observés a la fois dans des molécules
organiques et des complexes contenant des ¢léments inorganiques.

Les termes cis et trans proviennent du latin : cis signifie du méme co6té et trans de 1'autre
coté. Dans un composant a double liaison, si deux groupements sont situés du méme coté de
la double liaison, I’isomere sera dénommé cis. Par contre si les deux groupes sont situés de

part et d’autre de la double liaison, cet isomere sera défini comme trans (Fig. 5.1).

C (f;|-|3 H CH,

\ 1
H H H.C H
Figure 5.1. Structure des deux isomeres cis/ trans du buténe-2. Cis-but-2-¢ne (a gauche)
et Trans-but-2-éne (a droite).
Dans un compos¢ cyclique, si les deux substituants sont situés du méme coté
(respectivement de part et d’autre) du plan moyen du cycle, le composé est dénommé cis

(respectivement trans) (Fig. 5.2).

Cl Cl

cr Cl
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Figure 5.2. Exemple d’un composant acyclique: le 1,2-dichlorocyclohexane.
trans-1,2-dichlorocyclohexane (a gauche) et cis-1,2-dichlorocyclohexane (a droite).

Habituellement, les isomeres trans sont thermodynamiquement plus stables que les
isoméres cis. A I’échelle d’une molécule, cela résulte d’'une moindre répulsion stérique. La
forme rectiligne des isomeéres trans peut conduire par ailleurs a des liaisons hydrogene
intermoléculaires qui peuvent les rendre plus stables. Toutefois, cette régle n'est pas absolue :
dans certains cas tels que les 1,2 - dihalo-éthyléne ou 1,2 - difluoro-diazényl, les effets
¢lectrostatiques jouent un role important et l'isomére cis est plus stable que 1’isomeére

trans(Livre de Richard C. Bingham 1976).

5.2 L’isomérisation du 11-cis rétinal dans le cycle de la vision

A cause de leur rdle essentiel dans la vision, le comportement photochimique des
rétinoides naturels a été trés étudié. Ceux-ci sont riches en doubles liaisons ce qui permet leur
1somérisation par la lumicere. La rétine détecte la lumiere par des cellules photo-réceptrices.
Chez I'homme, deux types de photorécepteurs détectent la lumiere dans des conditions
différentes. Les batonnets sont trés sensibles a une faible intensité lumineuse, tandis que les
cones assurent la vision diurne multispectrale. Le rétinal 11-cis dans les cones et les batonnets
est li¢ de facon covalente a une protéine transmembranaire dénommée opsine pour former une

17, Dans ’obscurité, le rétinal 11-cis se lie & 'opsine comme un

molécule de pigment visue
agoniste et maintient celle-ci dans une conformation inactive. Lorsque la lumiére est absorbée

par le pigment visuel, I'isomérisation du rétinal 11-cis en rétinal all-trans dans la poche de

liaison force I'opsine en une conformation active et initie la phototransduction. Alors que le
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rétinal all-trans nouvellement formé est nécessaire afin d’activer l'opsine, il manque de
photosensibilité (Fig. 5.4). L'opsine doit libérer le rétinal all-trans et se lier de nouveau au
rétinal 11-cis afin de continuer a étre sensible a la lumiere. De nouvelles molécules de rétinal
11-cis doivent étre produites afin de maintenir le fonctionnement des photorécepteurs!'>®.
Dans le cas des batonnets, le rétinal all-trans est réduit en rétinol all-trans dans une réaction
catalysée par la rétinol déshydrogénase NADPH-dépendante. Ensuite, le rétinol all-trans
diffuse dans la couche de cellules RPE (cellules épithéliales pigmentées de la rétine)
adjacentes. Ce processus est activé par 1’estérification du rétinol par des acides gras dans une
réaction catalysée par la lécithine rétinol acyltransférase. Dans les cellules RPE, les rétinyl
esters all-trans ont tendance a former des structures intracellulaires appelées rétinosomes. Ces
esters vont servir de substrats a la rétinoide isomérase RPE65, qui les convertit en rétinol
11-cis, qui est ensuite oxydé en rétinal 11-cis par des rétinol déshydrogénases. Le rétinal
11-cis ainsi formé dans les cellules RPE diffuse alors vers les batonnets et boucle ainsi le

cycle de la vision en se reliant avec 1’opsine pour former la rhodopsine!"*.

PN Iighr W{HD
= I
H S0

11-cis retinal all-trans retinal

Figure 5.3. Le rétinal 11-cis est le composant sensible a la lumiére des photorécepteurs :
batonnets et cones. Dans la premiere étape de la vision, les photorécepteurs sont activés

lorsque la lumiére induit 1'isomérisation du rétinal 11-cis en rétinal all-trans.
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Figure 5.4. Le cycle de la vision implique le recyclage des rétinoides entre les segments
des batonnets externes et les cellules RPE (cellules épithéliales pigmentées de la rétine). Le
cycle de la vision commence dans le segment externe avec la libération du rétinal all-trans de
'opsine. Aprés réduction en rétinol all-trans, ce dernier traverse l'espace sous-rétinien et entre
dans les cellules RPE. Le rétinal 11-cis est régénéré en plusieurs étapes enzymatiques pour

finir par se lier 4 nouveau aux photorécepteurst*®.

5.3 Cinétique de la photoisomérisation de ’ATRA

La cinétique de la photoisomérisation de I’ATRA se fait en 3 étapes avec une lampe UV
a 365nm (6W). Les 20 premicres secondes d’illumination correspondent au temps de
relaxation associ¢ a la photoisomérisation : on observe une forte diminution de ATRA et une
augmentation de 13-cis RA et de 9-cis RA. Entre 100-1000 secondes d’illumination, a cause

de leurs longueurs d’onde d’absorption maximales trés proches (ATRA : 350 nm, 9-cis RA :
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345 nm, 13-cis RA : 354 nm)mo], les 3 stéréo-isomeres restent dans un état photo-stationnaire
dans lequel ils se photo-isomérisent de mani¢re dynamique mais leurs proportions relatives

restent constantes. Au bout de 2000s, ces 3 isoméres se dégradent sous illumination UV,

5.4 L’isomére 9-cis RA et son role dans le développement du

rhombencéphale
Plusieurs études ont montré que les RXR ne peuvent lier que I’isomeére 9-cis RA, tandis

[

que les RAR peuvent lier aussi bien I’isomére 9-cis que le tout-trans.'*!"!. Historiquement,

I’existence du 9-cis RA in vivo fut controversée car une seule étude a décrit sa détection dans

2] Cela est peut-étre di 2 un manque de méthodes

des tissus de souris par analyse HPLC |
d’analyses suffisamment sensibles. En outre, le role du 9-cis RA a été exclu dans certaines
situations physiologiques, comme dans la peau chez la souris, par une élégante approche
génétique et pharmacologique (utilisation d’agonistes et d’antagonistes des RAR et RXR)
431 La question de la fonction physiologique du 9-cis RA reste donc en suspens ['*. De
récentes études par chromatographie liquide/spectrométrie de masse en tandem (LC/MS/MS)
ont permis de détecter du 9 cis RA dans le pancréas de souris, produit en particulier par les
cellules Beta, ce qui suggere un possible role dans la régulation de la sécrétion d’insuline
451 Le fait que les isotypes de RXR puissent lier le 9-cis RA pose la question du role
respectif de chaque partenaire du dimére RAR-RXR dans la fonction d’activation de la
transcription. Or il a ét¢é montré que la liaison d’un ligand au partenaire RAR, mais pas au

RXR, suffit a induire la dissociation des coactivateurs du dimeére RAR-RXR! Ce

phénomene a été baptisé « subordination du RXR ». Toutefois la liaison simultanée d’un

57



ligand a chacun des partenaires du dimeére RAR-RXR semble induire la dissociation des
corepresseurs et le recrutement des coactivateurs de fagon synergique!'*”). Or il a été proposé
que les RXR puissent avoir d’autres ligands que le 9-cis RA, comme certains acides gras !'*¥.
Cela indique que d’autres voies de signalisation ou de voies métaboliques pourraient moduler
I’activité transcriptionnelle des diméres RAR-RXR via le partenaire RXR.

Dans la plupart des especes étudiées, I'isomere all-trans RA (ATRA) a été détecté dans

des embryons entiers ou lors du développement du tube neural. Ceux-ci incluent le

[148 149

poisson-zébre ¥, e poulet ' et la souris "%, Chez certaines espéces, d'autres espéces
reliées a 'ATRA ont également été détectées. Dans le tube neural de I'embryon de poulet, en
particulier, le 3,4-didéhydro-ATRA est présent en plus grande abondance que I'ATRA
(491151 - Chez le Xénope, les premiéres études ont montré la présence de I'ATRA et de
9-cis-RA 3¢ En revanche, des études ultérieures, en utilisant une méthode de détection plus
sensible, ont montré que 1’isomere 9-cis RA n’est pas détectable de maniére reproductible,
tandis que le 4-0x0-ROL, 4-0x0-RAL, et 4-0xo-RA ¢étaient présents en abondance, et étaient
bioactifs ["”. Probablement a cause de la mauvaise identification de 9-cis-RA chez Xenopus
(861 [701 "ot T'incapacité a détecter le 9-cis-RA en tissu neural chez les autres espéces, il est
remarquable que deux études ont observé une forte activation du geéne rapporteur dans le tube
neural en utilisant une construction rapportrice spécifique a 9-cis-RA. Solomin et al., ont
utilisé une souris transgénique dans lesquelles 1'activation de RXR conduit & 1’expression de
Gal4!"¥. Luria et Furlow, en utilisant un analogue RXRa-Gal4 chez le Xénope, ont observé

l'activité du rapporteur dans le tube neural''>*. L'activité de rapportrice médiée par RXR ne

s'étend pas de fagon détectable dans le cerveau postérieur chez les souris et xénopes. Ces
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résultats indiquent que les RXR sont activés et puisque les RXR sont généralement considérés
comme les récepteurs du 9-cis-RA, il est probable que du 9-cis-RA soit présent dans la moelle
épiniere au méme endroit que I'ATRA et que les deux pourraient diffuser dans le cerveau
postérieur. Cela pourrait éventuellement étre cohérent avec I'absence de détection
biochimique de 9-cis-RA si 9-cis-RA est produit par un faible nombre de cellules ou a des
concentrations plus faibles que 'ATRA. Cependant, deux autres explications peuvent exister.

Tout d'abord, les RXRs peuvent étre activés par des ligands non-rétinoides!'>

et par d'autres
mécanismes de fixation du ligand '), Deuxiémement, méme si les RXR se lient au 9-cis-RA
avec beaucoup plus d’affinité que I'ATRA, ils peuvent se lier et étre activés par I'ATRA avec

une faible activité!'*!

1 et cette activité pourrait étre révélée si 9-cis-RA était totalement absent.
En tout cas, il semble plus probable que I'ATRA soit la principale forme endogeéne de I’ATRA
agissant lors du développement du cerveau postérieur dans la plupart des espeéces. Il est

néanmoins possible que le 9-cis-RA puisse étre impliqué dans ce développement et qu'il

existe entre différentes espéces des concentrations relatives différentes de ces rétinoides.

5.5 Le 13-cis RA

Le 13-cis RA est naturellement généré par 1’organisme. Cette molécule a été utilisée en
tant que médicament pour traiter de nombreuses maladies telles que I’acné, le psoriasis et le
cancer. Il a ét¢ montré que le traitement par le 13-cis RA entraine des effets secondaires,
notamment la dépression'’>®. Mais le mécanisme exact de ses effets n’a pas été totalement
¢lucidé. Des études sur les cellules en culture montrent que le 13-cis RA modifie la

[156]

morphologie cellulaire et le récepteur sérotoninergique (5-HTa) L’action
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transcriptionnelle de 13-cis RA  s’effectue par un des deux mécanismes (Fig. 5.5) : 1) Le 13
cis peut s’isomériser en ATRA puis se lier avec RARs pour initier la transcription. 13-cis RA
exerce son activité specifiquement sur les sebocytes humaines via isomerization selective
intracellulaire sur ATRA et lier aux RAR. ["*7], 2) Le 13-cis RA lui-méme est le ligand de
RARs. Malgré sa faible affinité sur les RARs par rapport a I’ATRA(100 fois moins), il est

158][141

toujours capable d’activer des RARs ! I L’excés de 13-cis RA entraine moins de

malformation feetale que ATRA et 9-cis RA, ce qui suggere qu’il n’y a pas d’action directe de

cet isomére durant I embryogénése!">”..

Activate gana
—= transcription

13-Ciz-RA

Activate gene
] lmnuriplian

Figure 5.5. Mécanisme d’action de 13-cis-RA. 13-cis-RA peut s'isomériser en ATRA et
se lie alors au RAR pour initier la transcription du gene, ou 13-cis-RA peut directement se lier

au RARM!%S],
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Chapitre 6 : Introduction sur les publications
1°" publication
Nous avons vu précédemment que le gradient d’acide rétinoique est essentiel a la
segmentation du rhombencéphale. Au cours de ma these, j’ai étudié¢ en particulier la voie de
I’acide rétinoique dans la formation du rhombomere r5. Avant de présenter les résultats, il est
important d’introduire les facteurs clés qui sont impliqués dans la formation de ce territoire.
Sous le contrdle de signaux postérieurs, les génes de segmentation tels que krox20 et
valentino (kreisler chez la souris) sont connus pour étre activés spécifiquement dans leurs
futurs rhombomeres. krox20 code pour un facteur de transcription a doigt de zinc et son

160

expression est limitée aux rhomboméres r3 et r5 1% L’inactivation de Krox20 montre une

perte de 13 et r5 et suggére un role indispensable de krox20 dans ces thomboméres 1162,
Valentino est un facteur de transcription a domaine leucine-zipper basique requis pour la
segmentation de r5/r6. Il a été identifié dans un criblage de mutations pour les genes

(1631 11 est exprimé dans la partie postérieure du

responsables de la régionalisation du cerveau
futur rhombencéphale dans un territoire qui préfigure puis correspond a r5 et 16 '], Chez le
mutant de val, le domaine destiné a former r5/r6 a la taille d’un seul rhombomere. On y
observe également une perte des marqueurs spécifiques de r5/r6 par I’extension caudale des
marqueurs de r4 et une extension rostrale de marqueurs de rhombomére plus caudaux!'®*!. Ces
génes sont connus pour activer les geénes hox en aval de leur domaine d’expression :

I’expression des genes hox est essentielle a la détermination de 1’identité des rhombomeres

selon ’axe antéro-postérieur. Une série d’analyses sur les séquences régulatrices des genes
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hoxa3 et hoxb3 montre que leur expression dans r5-r6(Hoxa3) et rS(Hoxb3) est sous controle
direct de Val. 'Y Independent regulation of initiation and maintenance phases of Hoxa3

expression in the vertebrate hindbrain involve auto- and cross-regulatory mechanisms !¢,

La mutation de valentino entraine aussi la disparition de krox20 dans r5 %),

Un autre géne trés important impliqué dans la segmentation du r5 est vHnfl. Ce geéne
code pour un facteur de transcription & homéodomaine atypique de type POU. L’expression
de vHnfl commence peu avant le début de la somitogéneése dans un large domaine de la
plaque neurale!"**. Plus tard, son domaine d’expression devient plus limité et correspond a la
frontiére r4/r5 puis il disparait au stade 8 somites'' . Sun et Hopkins ont étudié un mutant de
vHnfl chez poisson zébre!'®”. La mutation de vHnfI entraine une perte de segmentation du
rhombencéphale postérieurement a r4. Dans ce mutant, 1’expression de val dans r5-r6 ainsi
que celle du marqueur de r5 krox20 ont disparu. La surexpression de vhnfl entraine une
disparition du marqueur de r4 et une expansion de krox20 dans r5 et de val dans r5/r6. Ces
données suggerent I’importance de vhnfl dans la segmentation du rhombencéphale caudal, en
particulier r5/r6. L analyse de la séquence régulatrice de Val et Krox20 montre que tous deux

7] De plus, ’étude sur la fonction de vhnfl en

possédent un site de fixation de vHnfl!
relation avec D’expression de FGF3 et FGF8 dans r4 montre que vHnfl et FGF3/8
interagissent en synergie pour spécifier r5/r6 en particulier Val.

L’analyse d’embryons mosaiques chez le poisson montre que les cellules mutantes pour
vHnflou MafB se comportent de la méme maniere, suggérant que 1’essentiel des fonctions de

vHnfl dans la formation du r5 passe par Val et Krox20. L’utilisation d’inhibiteur de la

synthése d’ATRA (acide rétinoique all-trans) entraine une disparition de krox20 dans le
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domaine r5!"** ce qui s’explique car vAnf1 est une cible directe d’ATRA. En effet, des études
ont montré qu”’ATRA est nécessaire et suffisant pour induire 1’expression de vHnf1. 1l existe
un ¢lément de réponse a ATRA (RARE) dans 1’élément cis régulateur de vHnfl du

[168

rhombencéphale!'®™. Les embryons de poisson zébre incubés dans un inhibiteur de la synthése

d’ATRA (DEAB) montrent une perte d’expression de val dans r5/r6 et krox 20 dans r5".
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2°™ publication

J’ai présenté dans le chapitre 4 qu’on a synthétisé une molécule d’ATRA cagé pour
activer la voie d’ATRA avec une haute résolution spatio-temporelle. A cause de sa faible
solubilité dans ’eau, on n’a pas pu aller plus loin dans cette voie. Par contre, dans le
laboratoire du Prof. Jullien, d’autres molécules cagées sont synthétisées. L’objectif est de
contrdler 1’activité d’une protéine d’intérét de maniére spatio-temporelle dans un organisme
vivant. Le tamoxiféne est un antagoniste d’cestrogéne. Au laboratoire, cette molécule est
utilisée pour activer une protéine recombinante entre le récepteur d’cestrogéne (ER) et la
protéine d’intérét. En absence de tamoxiféne, 1’activit¢ de la protéine recombinante est
inhibée car ’ER est 1i¢ avec hsp90 ; la protéine recombinante ne peut pas rentrer dans le
noyau. En présence de tamoxifeéne, ce dernier se fixe sur I’ER et en change ainsi la
conformation. La protéine recombinante devient donc active. Chez la souris comme chez le
poisson zgbre, cette stratégie peut étre combinée avec le systéme Cre-lox pour activer ou
inactiver une protéine spécifique de maniere irréversible et spatio-temporelle grace au
promoteur spécifique de Crel'®1"7%Y(Le systéme Cre-lox est illustré dans le chapitre 1, Fig.
1.3).

Dans le laboratoire du Prof. Jullien, on veut contrdler ce systéme par la lumiére pour
améliorer la résolution spatio-temporelle. Pour cela, il faudrait un tamoxiféne li¢ avec un
groupement protecteur qui puisse étre déprotégé par la lumiere. La nature chimique du
tamoxifene fait que cette molécule n’est pas favorable pour mettre en ceuvre des réactions de

photodéprotection. En effet, comme pour ATRA, elle posseéde 2 stéréo-isomeres. Seul

I’isomére Z est biologiquement actif. Cela veut dire qu'n illuminant cette molécule, on va
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perdre environ 50% de son efficacité. Tout comme ATRA, le tamoxiféne est dégradé sous
illumination UV prolongée. Le laboratoire du Prof Jullien a donc choisi de développer un
analogue du tamoxiféne qui ne posseéde qu’un unique stéréoisomére et qui soit stable sous
illumination a 365 nm. Il s’agit d’ un dérivé du cyclofénil possédant la chaine éthylamino du
tamoxifene. Cette molécule nommée cycloféne posséde toute I’activité du tamoxiféne et peut
étre liée a un groupement protecteur photolabile pour photo-controler 1’activité d’une protéine

d’intérett 117 (Fig. 6.1).
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Figure 6.1. Principe du cycloféne cagé. Ce systéme permet d’activer ou d’inactiver une
protéine par illumination avec une haute résolution spatio-temporelle.

A ce jour, la plupart des groupements protecteurs photolabiles absorbent la lumiére a
une longueur d’onde inférieure a 450 nm. Cette lumiére peut aussi €tre absorbée par les
caroténoides, la riboflavine et le flavine mononucléotide contenus dans les cellules!'".
L’illumination par cette lumiére pourrait elle-méme ainsi déterminer une réponse biologique.
Dans ce projet, on a modifi¢ un groupement protecteur coumarine qui absorbe généralement a
365 nm en lui substituant un atome d’oxygene par un atome de soufre, ce qui déplace son

spectre d’absorption vers le rouge. Par une série de réactions chimiques, on obtient le

groupement thiocoumarine qui absorbe a 467 nm. Ce nouveau groupement protecteur est
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ensuite li¢ au cycloféne pour étre utilis¢é chez ’embryon de poisson zeébre injecté par un
plasmide qui exprime une protéine recombinante engraild-ER. Les tests in vivo sur I’embryon
de poisson zebre montrent que le cycloféne-thiocoumarine est capable d’activer 1’expression
de engraild2 suite a une illumination a 470 nm. L’illumination par une lampe a 470 nm
entraine un phénotype perte de 1’ceil, qui correspond au phénotype sur-expression de
engraild2 chez le poisson zebre. Sans illumination, les poissons injectés par le plasmide
engraild2-ER se développent normalement. On a ensuite réalis¢é une expérience de
photodéprotection croisée entre le cycloféne-thiocoumarine et 13-cis RA (maximum
d’absorption a 365 nm). L’illumination d’embryons incubés dans le 13-cis RA et le
cycloféne-thiocoumarine a 365 nm peut sauver le phénotype de malformation du
rhombencéphale et n’entraine pas de malformation de 1’ceil. Inversement, I’illumination de
ces poissons a 470 nm entraine une malformation de I’ceil sans récupération de leur

rhombencéphale. Cela nous permet de vérifier que I’illumination est bien orthogonale.
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Conclusion et perspectives
Conclusion sur la these

Au cours de ce projet, j’ai développé une méthode simple et quantitative pour étudier la
voie d’ATRA de facon quantitative et avec une grande résolution spatio-temporelle dans le
rhombencéphale du poisson zebre. Cette méthode est basée sur la transformation entre 13-cis
RA et ATRA par photoisomérisation. Nous avons sélectionné le 13-cis RA a cause de sa
faible activité biologique. J’ai commencé par réaliser une série de tests physico-chimiques
pour tester 1’efficacité de la réaction d’isomérisation d’ATRA apres illumination par UV. J’ai
quantifié les produits issus de la photoisomérisation de 13-cis RA par chromatographie. Parmi
ceux-ci on trouve notamment 20% d’ATRA et 30% de 9-cis RA. J’ai testé I’effet de 13-cis
RA et 9-cis RA sur les embryons de poisson ze¢bre et démontré que sans illumination,
I’activité de ces deux isoméres est négligeable en comparaison avec celle d’ATRA. Par la
suite, j’ai observé que suite a une illumination globale de 1 min aux UV, 5 nM de 13-cis RA
peut sauver le phénotype de malformation du rhombencéphale comme le ferait une incubation
des embryons dans 1 nM d’ATRA pendant 5 min. J’ai quantifié ces effets par la mesure de la
fluorescence de la GFP exprimée dans les thombomeéres 13 et r5 d’un poisson transgénique
provenant du laboratoire du Prof. Shuo Lin a UCLA. J’ai aussi quantifié cette réponse en
mesurant par RT-qPCR 1’expression de certains genes cibles de RA. Grace a cette méthode,
on peut aussi inactiver la voie RA en photoisomérisant I’ATRA vers d’autres isomeres moins
actifs et cela en une seule minute d’illumination UV. Cela m’a permis de contrdler 1’activité
de la voie RA pendant un laps de temps trés précis. Enfin, nous avons aussi isoméris¢ le

13-cis RA localement dans un embryon vivant par une illumination a 1’aide d’un laser UV.
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Cette méthode nous permet donc d’activer ou d’inactiver la voie RA avec une grande
précision spatio-temporelle et une concentration connue et physiologique (< InM). Il est
désormais possible d’aborder de nombreuses questions sur la dynamique de la voie RA.
Perspectives

Nature du gradient

Au troisieme chapitre, j’ai présenté les 3 modeles actuels du développement du
rhombencéphale qui supposent I’établissement d’un gradient d’ATRA. Un des désaccords
principaux entre ces trois modeles concerne le réle du temps d’exposition a ATRA. Les outils
actuels ne permettent pas de se déterminer avec suffisamment de précision sur la fenétre
d’activation d’ATRA dans I’embryon. Maves et Kimmel (2005) ont suggéré que I’ATRA
était essentiel pour I’initiation des génes cibles mais pas pour leur maintien'**. Dans leurs
¢tudes ils traitent les embryons de poisson zebre par I’inhibiteur de synthése de RA (DEAB) a
différents stades de développement (entre 4hpf et 1lhpf). L’expression de RALDH2
commence chez le poisson zebre au stade de gastrulation, ’ATRA déja synthétisé peut étre
activé et servir a maintenir 1I’expression des geénes cibles. Méme si des inhibiteurs de RARs
existent, le temps qu’ils diffusent dans I’embryon est difficile a mesurer. Grace a notre
méthode, on peut facilement adresser a cette question, on peut ajouter ’ATRA dans le milieu
de croissance et laisser les embryons incubés pendant un temps variable. On peut ensuite
illuminer les embryons aux UV pour inactiver (partiellement) la voie RA et voir si
I’expression des genes cibles est toujours observée. On peut ainsi déterminer le temps

minimum nécessaire a I’activation des geénes cibles.

68



Un facteur trés important dans ces 3 mode¢les est la nature du gradient endogéne d’ATRA

dans le rhombencéphale. Dans les études de White et al (2007)!'%!

, apreés implantation de
billes absorbées d’ATRA (a une concentration de plusieurs UM), un gradient artificiel et
mal contrdlé est créé! ™). On observe alors que ce gradient de RA peut induire I’expression de
CYP26al, I’enzyme qui dégrade RA a son tour et limite son activité dans la partie antérieure
du rhombencéphale. Cependant les solutions dans lesquelles les billes sont incubées (entre
10uM et 1mM) dépassent largement la concentration physiologique (< 1nM), et par ailleurs la
concentration exacte de RA dans I’embryon est inconnue, ce qui met en question
I’interprétation de ces résultats. Grace a notre méthode, il est maintenant possible d’illuminer
des embryons pré-incubés dans 13-cis RA puis de les illuminer par un laser UV. Cela permet
d’activer RA a un endroit précis avec une concentration connue puis que ’on connait le
rendement de I’isomérisation de 13-cis RA en ATRA (~ 20%). Cela peut permettre d’étudier
les effets d’un gradient d’ATRA sur ses génes cibles dans des conditions mieux contrdlées et
plus proches de la situation physiologique.

Le cycloféne cagé nous donne beaucoup de perspectives telles que I’étude de lignage, de
développement et de cancérogénese. L’utilisation du groupement protecteur thiocoumarine
offre encore plus d’avantages grace a son absorption dans le bleu. Combiné avec la

microscopie bi-photonique, cette molécule permet d’activer ou d’inactiver une protéine avec

une trés grande résolution spatio-temporelle sans les agresser
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Article 1

Spatiotemporal manipulation of retinoic acid activity in zebrafish hindbrain development via

photo-isomerization.
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Article 2

A Blue-Absorbing Photolabile Protecting Group for in vivo Chromatically Orthogonal

Photoactivation
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