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Polymérase issue de Thermophilus aquaticus
Taqg Polymerase + PacMan (jeu vidéo) =May
Enzyme d’étiquetage
Tomographie a Emission de Positons
Tétracycline
Opérateur Tet
Tyrosine hydroxylase
Tetracycline responsive element
Tetracycline-controlled transactivator
Time of flight
Upstream Activating System
Unified Huntington Disease Rating Scale
Universal Protein resource
UnTranslated Region
Heavy chain variable region
Light chain variable region
Wwild type
Various forms (X) of chromatography masepometry
Xénon

Dérivé (X) du galactose
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|. Contexte au sein du laboratoire

La compréhension du fonctionnement cérébral etpliagtion clinique de ces
connaissances représentent un fort espoir pourndimreux patients souffrant de maladies
neurodégénératives. De nos jours la génomiqueitomatlle possede des outils puissants qui
permettent de mieux comprendre le fonctionnemerntetdveau.

Avant mon arrivée en thése, une analyse transamigtte a grande échelle de
différentes régions du cerveau de souris a été&tafie au sein de notre laboratoire. Pour ce
faire, la technique SADESAGE Adaptation for Downsized Extrgc{¥irlon et al., 1999)
mise au point dans le laboratoire et issue de dhnique SAGE $erial Analysis of Gene
Expressioh (Velculescu et al., 1995) a été employée. Undeéttomparative de I'expression
des génes dans plus de dix régions du cerveau utés so permis d’identifier des genes
principalement exprimés dans chacune de ces ré@masjueurs régionaux) (Brochier et al.,
2008). Au total, plus de 300 marqueurs ont étéctélmnés. Certains sont connus de la
littérature et d’'autres encore non caractérisésmiPaeux-ci, environ 60% ont un profil
d’expression conservé entre la souris et 'hommes @erniers peuvent se montrer
intéressants quant a leur participation éventuedle développement de maladies
neurodégénératives ou pour la compréhension detidas spécifiques a chaque région du
cerveau.

Au cours de ma these, je me suis focalisée surd&fonctionnelle de deux de ces
genes dont I'expression est enrichie dans des ngggpecifiguement touchées par des
pathologies neurodégénératives - Agpat4, un marqieliaire tegmentaire ventrale et de la
substance noire compacte, dont les neurones dopegitjnes sont sélectivement atteints lors
de la maladie de Parkinson ; et Capucine, un marqie striatum (de Chaldée et al., 2003 et
de Chaldée et al., 2006), structure qui dégéneomars de la maladie de Huntington.

Mais qu’est-ce qu’un biomarqueur, pourquoi estrportant de I'étudier et en quoi sa

caractérisation peut-elle étre utile a la rechefohdamentale et a la recherche clinique ?
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Il. Introduction générale

1. Biomarqueurs

Un biomarqueur, ou marqueur biologique, est en gén@ indicateur spécifique d'un
état biologique. Il existe différents types de baéwqueurs: il peut s’'agir de parameétres
anatomiques ou physiologiques, ou de substancekibimues ou moléculaires, discutées ici.
Selon la définition établie lors d’un atelier coidspus la responsabilité diational Institute
of Health en 1998, un biomarqueur désigne “une caractéuistiopesurée objectivement
(c’est-a-dire avec une précision et une reprodilitébsuffisantes) et évaluée comme
indicateur :

- de processus physiologiques normaux

- de processus physiologiques pathologiques,

- de I'action des médicaments”.

Dans le corps humain, un biomarqueur moléculanghiochimique, peut étre détecté
dans un fluide biologique (sang, urine ou fluideébéo-spinal) ou dans un tissn, situ ou
apres préelévement.

Actuellement les biomarqueurs sont utilisés dansaebreux domaines scientifiques,
tels que la médecine, la pharmacologie, I'épidéogi@ ou la toxicologie. En médecine, un
biomarqueur peut servir comme outil pour examiaefohction des organes ou bien comme
moyen diagnostique ou pronostique. Il peut se ptésesous forme de substance introduite
dans I'organisme, par exemple le chlorure de rubidi’Rb, isotope radioactif utilisé pour
évaluer la perfusion du muscle cardiaque par l'ienegdynamique TEP (Tomographie a
Emission de PositronldeKemp et al., 2000). Il peut aussi étre une midéeendogene ; par
exemple, la présence d'un anticorps peut indiquer mfection. Plus précisément, un
biomarqueur indique un changement qui est en @atioél avec le risque ou la progression
d'une maladie, ou la réponse de la maladie a uitertrant donné.

Les biomarqueurs sont également utilisés en épamlégie et en toxicologie pour
indiquer l'exposition a diverses substances deifemnement. Dans ce cas, le biomarqueur
peut étre la substance externe elle-méme (le cadpabsorbé en fumant du tabac, peut étre
mesuré directement dans la salive et I'urine (Tati@al. 2010)), ou résulter de la réponse de
l'organisme a cette substance (par exemple, degjumars protéiqgues de changements
pathologiques précoces ont été décrits dans lensdeupersonnes chroniquement exposées a

des métaux lourds tels que I'arsenic, le cadmiure giomb (Kossowksa et al., 2010)). En
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pharmacologie, les biomarqueurs permettent d’étuthe toxicité ou [l'efficacité d'un
médicament par un simple dosage de molécules awdlavoir a observer des symptbmes
complexes. Deux biomarqueurs corrélés avec ledseffaxiques d’'un immunoconjugué
(MLN8866) utilisé contre le cancer des ovairesansi été identifiés dans le sérum de singe

et la dose maximale tolérée a pu étre prédite (Hsial., 2007).

En recherche fondamentale, les marqueurs moléeslaiont utilisés pour identifier
différents tissus ou types cellulaires et permetear caractérisation et leur étude
fonctionnelle. En biologie cellulaire, un biomarqueest une molécule qui permet
l'identification d'un type cellulaire particulie€ela peut étre intéressant surtout dans le cas de
cellules morphologiquement trop semblables powr distinguées, mais qui ont des fonctions
différentes. Grace a ces marqueurs, on peut eéfect tri cellulaire. Chez la souris, cette
approche est basée sur la construction de ligndaskkn ou le gene codant le marqueur est
remplacé par le gene de la GERr¢en Fluorescent ProteinCelle-ci va donc étre exprimée
sous le contréle des séquences régulatrices du diemearqueur. Grace a la fluorescence
eémise par la GFP, on peut alors distinguer le tgpecellules ciblé et effectuer leur
purification. Plus de 1100 lignées knock-in GFPtsdisponibles grace au projet GENSAT
(http://www.gensat.org/MMRRC _report.jsp).

Deux techniques utilisant des souris knock-in patiétre employées pour isoler des
types cellulaires déterminés : la microdissectianlaser et le FAC3-(uorescence-Activated
Cell Sorting. La microdissection par laser a par exemple &li€ae pour isoler les neurones
pyramidaux de la couche V dans le néocortex daseuprimant 'EYFP Enhanced Yellow
Fluorescent Proteinsous le contréle des séquences régulatrices m Tigy-1, qui code un
marqueur neuronal. Les transcriptomes de ces nesiront ensuite été comparés entre les
cortex moteur et somesthésique (Rossner et al§)20@ méthode FACS a notamment été
utilisée pour purifier les deux principaux souseypde neurones de projection striataux
(Lobo, et al., 2006). Pour ce faire, les auteurtseanrecours a des souris exprimant 'EGFP
(Enhanced Green Fluorescent Profesous le contrdle des éléments régulateurs dudjene
marqueur de chaque type cellulaire (le récepteyaninergique D1 (Drdla)- pour les
neurones striato-nigraux ; le récepteur dopamigergD2 (Drd2a)- pour les neurones striato-
palidaux). Les transcriptomes de ces deux populsiti® neurones ont ensuite été analysés.

Une nouvelle méthode de purification des ARN pafyaax provenant de types
cellulaires déterminés a été développée. Elle stmsi produire des souris transgéniques

exprimant la protéine ribosomique L10a en fusiorecaVEGFP, sous le contrdle du
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promoteur du géne d’'un marqueur spécifique d’'ue tyglulaire (Heiman et al., 2008). Grace
a des anticorps spécifigues de I'EGFP, les polysomeuvent étre purifiés. Les ARN
polysomaux sont ensuite extraits puis analysésdparpuces a ADN. Cette technique peut
étre utilisée pour identifier les transcrits eniscldans tout type cellulaire génétiquement
défini. Grace a cette méthode, une ressource deéaises d’ARN messagers cellule-
spécifigues a été générée pour 24 populationsreliffés de cellules du systeme nerveux
central (Doyle et al., 2008).

1.1. Différentes approches technologiques pour laédouverte de

nouveaux biomarqueurs moléculaires

La découverte de nouveaux biomarqueurs est souentiu développement d'une
nouvelle technologi€Allinson et Brooks, 2004)_es techniques de détection a grande échelle
et a haut débit des biomarqueurs moléculaires géméralement basées sur l'utilisation de
biopuces ou du séquencage et sur le criblage eiffié de I'ADN, de I'’ARN, des protéines
ou des métabolites contenus dans un échantilldodime (un tissu, un fluide biologique,
...). En particulier, les technologies de séequeagdg nouvelle génératiomgxt generation
sequencing (Metzker, 2010) et leurs applicationse{-based methodsqui permettent la
production d’'un volume considérable de données prixrrelativement bas, ont révolutionné
la recherche scientifique et depuis, la découveet® biomarqueurs moléculaires a pris une
nouvelle dimension.

Nous pouvons ainsi distinguer plusieurs types denbrqueurs :

» génomiques : principalement les SNBs1gle Nucleotide Polymorphisms)

» épigénomiques : état de méthylation de 'ADN, asitekté de la chromatine,
modifications des histones

» transcriptomiques : profils d’expression des tratsc

» protéomiques : profils d’expression des protéingsistoire des protéines en
tant que biomarqueurs est la plus ancienne

» métabolomiques : catégorie la moins développées metuellement en plein

€essor.

15



1.1.1. L'approche génomique

En génomique, un biomarqueur est une séquence d'pél¥morphe, facilement
détectable, dont un alléle est associé a un phgadyécifique ou a la susceptibilité a une
maladie. Les biomarqueurs génomiques les plus oouemt utilisés sont les SNP. |l s’agit de
polymorphismes d’'un seul nucléotide qui peuventirsever aussi bien dans les régions
codantes que non codantes des génes ou dans leasrégtergéniques. Les SNP sont
egalement utilisés en génétique des populationss @ontribuent a la construction des arbres
phylogénétiques.

Les biomarqueurs génomiques peuvent étre mis eterdsé directement par les
techniques de séquencage. En fait, beaucoup d'emtrsont déja bien documentés. Le projet
international HapMap fournit des informations ses lfréequences alléliques (de plus d'un
million de SNPs) dans différentes populations,uetls déséquilibre de liaison entre les SNP
(The International HapMap consortium, 2005). Leswdes sur les SNP ont permis de
concevoir des puces a SNP, une technique basébyrdation de 'ADN. Le principe des
puces a SNP consiste a fixer sur un support e d&s sondes de 25 nucléotides portent
un SNP en leur milieu. Sur une puce, il y a de nembes sondes portant des SNP différents,
chacune représentée par plusieurs copies identigeegli permet de rendre le résultat fiable.
Une fois la puce préparée, elle peut étre hybradkese I'échantillon d’ADN que I'on souhaite
étudier. L'ADN analysé est fragmenté et biotinylé Bextrémité avant d’étre mis en contact
avec la puce. Les fragments complémentaires augesosituées sur la puce vont alors
s’hybrider. Grace a la biotine, des molécules depsavidine fluorescentes peuvent se fixer
sur les ADN hybridés sur la puce. La puce est émsgiannée pour identification des alléles
présents dans I'échantillon d’ADN analysé.

Les puces a SNP, le projet international HapMapgdqaumente le profil de variation
du génome entier, et un nombre important d’écHansl cliniques, pour de nombreuses
maladies communes bien caractérisées, ont peatenigaliserdes études d’association sur

'ensemble du génome (Figure 1)
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Figure 1 : Principe de base des GWAS (genome widesciation studies).

Pour effectuer une étude GWAS on compare les vamgtgénomiques entre un groupe de
« cas » et un groupe de témoins. Les alleles sigtifement sur-représentés chez les « cas »
sont associés au locus causal du phénotype observeé.

Les premieres études d’association ont été effesta milieu des années 2000.
Relativement peu de SNP (11560 SNP par puce)nétpiacés sur chaque puce et les
échantillons étaient regroupés pour diminuer le remde puces (Butcher et,aR005).
Depuis 2007, les GWAS sont utilisées pour 'anafyggande échelle des facteurs génétiques
associés a des maladies humaines (The Wellcomd Tase Control Consortium, 2007).
Cette approche consiste en 'étude de la variagbdit génome entier, dans une population
d’'individus donnée. Dans une population britanniqu@mposée d’environ deux mille
individus examinés pour sept maladies majeuresinetseérie de trois mille contréles, une
éetude GWAS (The Wellcome Trust Case Control Consort 2007) a été effectuée. La
comparaison cas-témoins a permis d’identifier 2beisitions indépendantes : une pour les
troubles bipolaires, une pour la maladie coronaeemeuf pour la maladie de Crohn, trois
pour la polyarthrite rhumatoide, sept pour le dialife type 1 et trois pour le diabéte de type
2. Chaque échantillon d’ADN a été hybridé sur dguices, chacune étant capable de
génotyper en moyenne 250.000 SNP. Depuis, les £1BW¢AS ont été élargies a plus d’un
millier de phénotypes différents (Manolio, 2010).
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1.1.2. L'approche épigénomique

Malgré le succes des GWAS dans l'identificationlal@ associés a des phénotypes
spécifiqgues (le plus frequemment des maladies masgi des études complémentaires
s’imposent pour mieux comprendre leur manifestatibiépigénétique, focalisée sur les
modifications de la chromatine, permet d’appréhendsg effets de I'environnement et les
mécanismes de I'hérédité non basée sur I'ADN.

La chromatine est une structure complexe forméd’ ABMN associé a des protéines
(principalement les histones). L'ADN comme les tigs peuvent subir des modifications,
gui peuvent avoir un impact sur I'expression géaiduADN eucaryote peut étre méthylé sur
les cytosines dans les dimeres C-G, ce qui estrgéndéent la marque d’'une chromatine
transcriptionnellement silencieuse. Les histones/@et étre méthylées ou acétylées sur leurs
gueues riches en lysines. L'état hyperacétylé dstres correspond généralement aux
régions transcriptionnellement actives. L’'état @echromatine peut étre modifié par le
déplacement des histones, par la liaison de fact@rtranscription ou par des enzymes de
modification de la chromatine commméthyltransférases de I'ADN (Dnmt) et les
histonedésacétylases (HDAGriffiths et Gore, 2008). La structure de chromataonstitue
pour la cellule une mémoire a long terme (Kochalgt2011). Des changements a grande
échelle dans la méthylation de 'ADN et des histomat notamment été observés dans
plusieurs cancers (Jones et Baylin, 2007). Un eleiaipérédité basée sur la méthylation de
'ADN est la couleur de pelage agouti chez la soufn effet celle-ci dépend du niveau de
méthylation au locus A du gene Agouti. A I'état hamygote récessif aa, la couleur du pelage
est noire, tandis qu’'a I'état dominant AA, elle ggine. Les hétérozygotes Aa peuvent avoir
une variété de couleurs entre jaune et agouti. [Bliscus A est méthylé, plus la couleur est
proche de l'agouti. En outre cette marque épigquétipersiste dans la lignée germinale
femelle ce qui peut expliquer une hérédité matér{organ et al., 1999).

Le développement des techniques de séquencage wellBogénération a permis
d’étudier les mécanismes épigénétiques et d'anallese variations interindividuelles de
marques épigénétiques a grande échelle. Une desotegies habituellement utilisées pour
étudier I'état de méthylation de I'ADN est le bifsig-seq. C'est une méthode basée sur
l'utilisation du bisulfite, qui convertit les résid de cytosine en uracile, mais laisse des
résidus 5-méthylcytosine intacts. L'accessibilig ld chromatine peut étre évaluée par la

sensibilité a la DNase I. Le plus souvent, lesssitgpersensibles a la DNase | se trouvent
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dans les régions de la chromatine qui contiennergame exprime. lls sont générés a la suite
d’une liaison de facteurs de transcription qui dépht les histones.

La technique le plus souvent utilisée pour I'analgles marques épigénétiques est
limmunoprécipitation de la chromatine (ChIP), cawjourd’hui peut étre suivie par un
séquencagecfiromatin immunoprecipitation coupled to massiyayallel sequencinghlIP-
seq) (Figure 2). Cette technique a été employée lpgoremiéere analyse a grande échelle de
marques épigénétiques en 2007 en utilisant desoaps dirigés contre des histones
modifiées. Des cartes de distribution de vingt ricafions d’histones sur le génome humain
ont ainsi été générées (Barski et al., 2007). Lenyation des résidus cytosine sur le carbone
5 (5" C) de I'ADN dans le contexte de séquence CpGresmarque épigénétique commune
chez de nombreux eucaryotes, qui peut étre détectadtilisant des anticorps spécifiques
contre le 8°C, ou en utilisant des protéines qui se lient djgeement a TADN méthylé
(Bock et al., 2010). L’analyse des séquences ddatgn, qui contrélent I'expression spatio-
temporelle des genes, est aussi possible gracehl+9€g. Plusieurs centaines de régions
«enhancers» de la transcription ont ainsi été identifieesnslde prosencéphale, le
mésencéphale et les membres chez les embryonsude ep précipitant la chromatine avec
un anticorps spécifique contre p300, une protéaméailson aux enhancers actifs exprimée de
facon ubiquitaire (Visel et al., 2009).

La méthode ChIP-seq a de nombreux avantages pportagu ChIP-chip, ou les
fragments obtenus a partir de I'immunoprécipitatoa la chromatine sont identifiés par
hybridation sur une micropuce. Le ChlP-seq présenteffet une meilleure résolution, moins
d’artefacts, une couverture plus grande et une gaderdétection plus large.

Pour comprendre comment des facteurs épigénétigriesent étre corrélés avec un
phénotype, des études d’association a grande éctiellmarques épigénétiques (EWAS :
epigenome-wide association studiesnt été développées. Or le fait que l'état de la
chromatine soit susceptible de varier dans le temipsi que d’'une cellule a l'autre, pose un
probleme d'interprétation des résultats, qui pauréare résolu en combinant GWAS et
EWAS (Figure 3). Dans une étude récente combinast dnalyses génomiques et
épigénomiques, le niveau de méthylation de 'ADNeta déterminé a différents loci de
susceptibilité au diabete de type 2. Au locus FF&t (nass and obesity-associated gete
niveau de méthylation est significativement plusvél chez les porteurs de I'haplotype
associé au diabete de type 2. L'’examen de la séguenévélé que les alleles des SNPs qui

constituent cet haplotype génerent trois sites €mablémentaires (Bell et al., 2010).
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Figure 2 : Représentation schématique de la méthodehlP-seq.

Les régions de la chromatine qui interagissent aescfacteurs de transcription ou d’autres
protéines associées a la chromatinenthistone ChlPou qui contiennent des nucléosomes
modifiés fistone ChIp sont immunoprécipités par des anticorps spéafquL’ADN
immunopreécipité est ensuite purifié et séquencéupar des techniques de séquencage de
nouvelle génération.
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Figure 3 : lllustration de la méthode qui combine és résultats des GWAS et EWAS.

Les GWASassocient la présence d'un allele a un phénotyps. HWAS associent un état

chromatinien au méme phénotype. Deux marques é&ftigées sont prises en compte dans
cette étude : le niveau de méthylation de ’ADNeehiveau de méthylation des histones. En
combinant les résultats de ces deux études (GWASAE)Weffectuées sur les mémes

individus, on peut obtenir une vue plus préciselaecorrélation entre les événements
moléculaires et leurs effets phénotypiques (Bir2&y,1)
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1.1.3. L'approche transcriptomique

Chaque gene a son propre champ de profils d’exprespar exemple dans quels
tissus et a quel moment il est exprimé, de quelderi il répond a des perturbations variées.
La compréhension du transcriptome est essentigle pouvoir interpréter les éléments
fonctionnels du génome, révéler la composition wubkire des cellules et des tissus, mais
aussi pour la compréhension du développement etnudadies. Le but de I'approche
transcriptomique est de quantifier le changemennideau d’expression dans différentes
conditions ou selon I'état physiologique de I'éctillon examiné, et d’analyser les profils
d’épissage.

Les techniques utilisées dans I'approche transmrigjue sont fondées d’'une part sur
I'hybridation et de l'autre part sur le séquencaDans le premier cas, des échantillons
d’ARN marqués sont hybridés a des séquences coraptéires des transcrits d’intérét fixées
sur une puce (Figure 4). Cette technique permetallié des catalogues de génes
spécifiguement exprimés dans certaines celluleissus, donc des marqueurs cellulaires ou
tissulaires (Liang et al, 2006). On peut aussiyaaal'expression des genes dans différentes
conditions ou a différents stades de développeneentaractériser ainsi la dynamique
d’expression de chaque géne du génome (Shi &0818). Dans le cas de pathologies, on peut
comparer les différences d’expression génique desréssus sain et malade pour trouver des
genes éventuellement impliqués dans le processlasrdaladie Tseveleki et al., 2010UJne
limitation de cette approche est le niveau du bdg@tfond qui peut étre élevé par suite
d’hybridations croisées. La gamme dynamique, lienfiér le bruit de fond et la saturation des
signaux, est également restreinte. En outre, lapaoaison des niveaux d’expression entre
différentes expériences est difficilement réalisadt nécessite des méthodes de normalisation
complexes.

Contrairement aux techniques basées sur I'hybddaties techniques basées sur le
séquencage ne nécessitent pas la connaissancebpréde la séquence des transcrits. Parmi
les techniques développées avant I'essor du séagerg haut débit, je ne vais mentionner
gue la technigue SAGE, qui a permis l'identificatides deux marqueurs génétiques que j'ai
étudiés au cours de ma thése. Elle est basée suwodaction de courtes étiquettes genes-
spécifiques et leur séquencage (Figure 5) (Velculesal., 1995Saha et al., 2002).
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Figure 4 : Le principe de la technique des pucesADN.

Les puces a ADN sont des supports solides sur éésgont disposées de maniere ordonnée
des molécules d’ADN complémentaires des transajile I'on souhaite analyser. La
fabrication de la puce a ADN peut se faire soitggpbt d’'une banque d’ADNc amplifiés par
PCR, soit par synthése situ d’oligonucléotides de 20 a 25 nucléotides surulgpsrt. Une
vingtaine d’oligonucléotides est utilisée par ti@rspour assurer la fiabilité d’hybridation.
Les ARN sont extraits des échantillons biologiquess marqués par des fluorophores
spécifiques de chaque échantillon et hybridésesiplices. L'intensité de chaque fluorophore
est mesurée afin d’'identifier les génes exprimés dies différents échantillons.
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Figure 5 : Schéma de la technique SAGE utilisée daboratoire.

Les ARN polyadenylés sont purifiés a partir de Haatillon biologique grace a des
oligonucléotides poly (dT) fixés sur billes magnétes puis ils sont rétrotranscrits en ADNCc.
Apres digestion par une enzyme d’ancrage (AE) & @& coupure fréquent (ici : Sau3al),
I'échantillon est séparé en deux lots égaux. Chéofuest ensuite ligaturé avec un des deux
adaptateurs A et B contenant un site de reconmaisgazour une enzyme de type lls (enzyme
d’étiguetage - TE), qui coupe a une distance d&fiteé son site de reconnaissance donnant
ainsi naissance a un tag. Les ditags sont enséntérés par ligation puis amplifiés par PCR et
concaténés. Le séquencage des concatémeres p&sseicter les tags aux transcrits dont ils
proviennent. En dénombrant les tags on peut etdblprofil d’expression des génes dans
I'échantillon étudié.

23



Malgré leur petite taille, chacune de ces étigsettmtient en théorie une information
suffisante pour identifier sans ambiguité le traihsiont elle provient. Le séquencage en série
de plusieurs étiquettes concaténées au sein du miéme augmente I'efficacité de I'analyse.
A l'aide du séquencage on peut identifier les déiftes étiquettes et leur dénombrement
permet d’établir le niveau d’expression des tratsdont elles proviennent dans les tissus
analysés. Grace a une miniaturisation de cettenigab (Virlon et al., 1999), plusieurs
marqueurs de différentes régions du cerveau dessalant certaines sont de petite taille (par
exemple I'aire tegmentaire ventrale : deux prélesets de 0,07mm3 par souris), ont pu étre
mis en évidence au laboratoire (de Chaldée e2@03 ; Brochier et al. 2008).

L’avenementdu séquencage a haut débit de nouvelle génératlert (Generation
Sequencinga révolutionné 'étude du transcriptome en petamtt’analyse de I'ARN par le
séquencage massif de 'ADNc. Cette méthode appHl&-§&gq a de nhombreuses avantages
par rapport aux techniques précédentes : elle pastimitée par la connaissance préalable de
la séquence des transcrits, elle permet de locdéisdement les frontieres de la transcription
et les jonctions intron-exon a un nucléotide peisgrace a sa résolution, elle est capable
d’identifier des variations au sein d’'une séquetete que les SNPs dans les régions codantes
(Cloonan et al., 2008). Un autre avantage du RNofAes# qu’il ne génére quasiment pas de

bruit de fond et gu’il permet une quantificatiorégise.

1.1.4. Approche protéomique

En plus des études génomiques et transcriptomigliféérents biomarqueurs peuvent
étre identifiés par des méthodes de protéomiquatr@icement au génome, le protéome est
beaucoup plus dynamique et les profils dexpressiatéique des cellules dans un
organisme varient en fonction de son état physiqlag du stade de développement ou de la
différenciation cellulaire et des facteurs envirementaux. La complexité du protéome
augmente aussi a cause de l'épissage alternatibh etause des modifications post-
traductionnelles (notamment la phosphorylationgligcosylation ou l'ubiquitinylation). De
nombreuses techniques ont été développées dansitlal’identifier des biomarqueurs
protéomiques. Les puces a protéingotein microarray ou une banque d’anticorps ou de
protéines et immobilisée a haute densité spatialeise lame de microscope sont largement
utilisées. Les anticorps fixés par une liaison tavi@ sont sondés avec les extraits protéiques
de I'échantillon analysé. Un deuxiéme anticorpgibybé est ensuite appliqué et se lie sur les

protéines capturées, formant un complexe immunskeends anticorps sont ensuite détectés
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avec un anticorps antibiotine universel conjuguindluorophore (Tabibiazar et al., 2006).
Les techniques de gel d'électrophorese a 2 dimess{bidimensionnelle) permettent de
construire, avec une grande résolution, la carteptetéines exprimées dans un tissu a un
moment donné (Rite et al., 2007). Les techniquéd M-TOF-MS et SELDI-TOF-MS
(Matrix-Assisted et Surface Enhanced Laser Desmmptonization-Time Of Flight-Mass
Spectrometry) associent une étape ou les protéi@essées sur une barrette se lient sur des
surfaces biochimiguement actives (sites d’ancrage3ur la surface d’'une puce et une étape
de détection par désorption et ionisation par lasérie d’'une analyse par spectrométrie de
masse (Araki et al., 2010).

1.1.5. Approche métabolomique

La métabolomique consiste a déterminer de facomtgagve des changements de
composition chimique, liés au temps ou a differestimuli, dans un systeme biologique
intégre (fluide biologique, tissu ou cellules). l@emarqueurs métabolomiques sont détectées
principalement par les techniques de RMN (résonanm@gnétique nucléaire) et de
spectrométrie de masse (MS). L'utilisation de lacspmétrie de masse représente un progres
majeur de ces dernieres années en permettant wiiobdes profils métabolomiques
directement a partir d’échantillons de petite ¢ailCette approche, employée pour I'étude

fonctionnelle d’Agpat4 durant ma thése, fera l'dldjane description plus approfondie.

1.1.5.1. Profilage

La spectrométrie de masse est un outil puissant géterminer la structure des
molécules organiques (Tabet et Rebuffat, 2003). eHet elle donne acces a la masse
moléculaire, ce qui permet d’identifier des molésutecherchées ainsi que des molécules
inconnues, apres détermination de leur composit@démentaire. Pratiquement un
spectrometre de masse (dont le fonctionnementlestré sur la Figure 6) génere un spectre
de masse qui est représenté sous forme d’'un diagegportant le rapport masse/charge en
abscisse et l'intensité du signal en ordonnée.térisité indiquée est souvent relative, la
hauteur des pics étant exprimée en pourcentagelldedu pic le plus intense (pic de base)
trouvé dans le spectre de masse. Les limites dectitit peuvent étre améliorées par le
couplage avec des techniques chromatographiques.
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Figure 6 : Schéma général des étapes de fonctionnemb d’'un spectrometre de masse

Un spectrometre de masse est composé de troisegaftinctionnelles : une source
d’ionisation (sous vide ou a pression atmosphéjigeemettant le passage des molécules de
I'échantillon sous la forme d’ions a I'état gazeur,analyseur pour séparer les différents ions
produits selon leur rapport masse sur chargg&)( et un détecteur pour mesurer le signal
appartenant a chacun des ions. Le signal obtenuemstite traité par des systémes
informatiques fournissant un spectre de masse.

1.1.5.1.1. lonisation

Différentes méthodes d’ionisation sont utiliséesspectrométrie de masse. On peut
les diviser en deux groupes : les méthodes direstigt utilisées pour ioniser des composés
apolaires, volatiles et résistants a la chaleliséé pour amener I'échantillon a I'état gazeux
sous vide ; les méthodes indirectes, considéréesneodes technigues d'ionisation douces,
sont utilisées pour ioniser des molécules fragi(psotéines, oligosacharides, acides
nucléiques). Dans ce cas, le passage a I'état gasediait rapidement et conjointement a
l'ionisation.

Parmi les méthodes d’ionisation directes, on peartionner :

* lionisation électronique (El) ou les molécules lehantillon amené a I'état

gazeux, sont frappées par un faisceau d’électrons.
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» Tlionisation chimique (CIl) ou la substance a aredysst injectée dans la source
avec un large exces de gaz réactif (méthane, anamoisbbutane...) ionisé par un faisceau
d'électrons. Ce dernier ionise la substance pasfee de charge.

Les méthodes d’ionisation indirectes sont les sua&

* le bombardement par atomes rapides (FAB) est wimigue ou la substance a
analyser est dissoute dans une matrice liquidelmrnsbardée avec une énergie élevée par un
faisceau d'atomes accélérés (Ar, Kr ou Xe). Latsmog a analyser doit de ce fait étre soluble
dans le liquide servant de matrice, ce qui posprahleme lorsque I'on analyse des mélanges
de composés hydrophiles et lipophiles.

» la désorption-ionisation laser assistée par ma(id&LDI) permet d’ioniser un
échantillon solide préalablement dispersé sur uagice en l'irradiant par des photons émis
par un laser. Les molécules de la matrice excjg@éeses photons s’ionisent et transférent leur
charge aux molécules de I'échantillon.

e La désorption sous ionisation chimique est unesation chimique classique,
utilisant un chauffage rapide de I'échantillon pbamener a I'état gazeux avant qu’il n'ait le
temps d’étre dégradé

» ['électronébulisation ou électrospray (ESI) est umehnique qui permet de
désolvater et d'ioniser, a pression atmosphérigsenolécules d'un échantillon dissous dans
un solvant sous l'influence d'un champ électridten( et al. 1989). L’échantillon en solution
est introduit dans une chambre a pression atmasjpieépar un capillaire fin. A la sortie du
capillaire la solution est expulsée en formant etitgs gouttelettes. Celles-ci sont évaporées
par collision avec un gaz inerte (azote chaud)chBmp électrique provoque la désorption et
lionisation des composés en phase gazeuse. Lrétestulisation peut facilement étre
couplée a la chromatographie en phase liquide. i@é&m® a I'origine comme une source
d’ionisation dédiée a l'analyse de polymeres, sdifisation s’est rapidement élargie a

'analyse des petites molécules.

1.1.5.1.2. Chromatographie

L’ionisation des macromolécules est un processuzgdement faible et variable. Or
les échantillons étudiés sont souvent complexda,@tipart des molécules qu’ils contiennent
sont susceptibles de s’ioniser, ce qui rend notes&nt le spectre de masse plus difficile a

analyser, mais diminue en outre le rendement dation des composeés dintérét. C’est
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pourquoi il est nécessaire de séparer les analgesutres composants de I'échantillon avant
d’analyser leur masse (Ciccimaro et Blair, 201@urPcela, une étape de chromatographie
précéde l'ionisation. Les ionisations El et Cl, guit lieu sous vide, sont préférentiellement
utilisées en couplage avec la chromatographie esgbazeuse. En revanche, les méthodes
d’ionisation douce a pression atmosphérique, santipalement utilisées en couplage avec
la chromatographie en phase liquide. La chromapigeaen phase gazeuse (GC) s'applique
principalement aux composés gazeux ou susceptidtse vaporisés par chauffage sans
décomposition. On peut aussi recourir a une déoivathimique pour rendre les analytes
volatils. Certains types d'échantillons sont patiezement bien adaptés a une analyse par
GC-MS. C’est notamment le cas des terpénes etudks lessentielles, qui sont volatils et ne
s'ionisent pas par la technique LC-MEquid chromatography-mass spectromeétrya
chromatographie en phase liquide ne requiert pa&s lgsi métabolites soient volatils. En
conséquence, la LC-MS peut analyser un éventalidmup plus large d'especes chimiques
gue la GC-MS. La LC-MS est donc plus adaptée peciharcher des métabolites inconnus.
La séparation par chromatographie liquide a haudement couplée avec I'ESI-MS permet
d'obtenir une couverture aussi compléte que passibl métabolome. Elle est de ce fait
devenue I'une des techniques les plus employéesladuioanalyse des composés de faible
masse moléculaire, et elle est en fort développemenr I'analyse des molécules de taille
plus importantes telles que les protéines ou jedds.

1.1.5.1.3. Analyseurs de masse

Une fois séparées par chromatographie en phaseisgapel liquide (dans le cas de
meélanges complexes comme ceux rencontrés en bysahales molécules ionisées sont
triées selon leur rapport masse/charge. Ce traisedé maniere difféerente selon I'analyseur
utilisé. Il existe deux catégories d’analyseumss: analyseurs a faisceaux d’ions (par exemple
'analyseur a temps de vol et le quadripdle) etdaslyseurs a piégeage d’ions. Dans le
systeme de I'analyseur TOfn{e of fligh) les masses sont séparées sur la base de lews temp
de vol. Le temps de vol est le temps que chaquemeh pour arriver au détecteur. Le
déplacement des ions vers le détecteur est induitipe différence de potentiel a la sortie de
la source d’ions. Plus les composés sont légerss fdurs temps de vol est court. Le
guadripble est constitué de quatre barres paraltbosées symétriquement autour d'un axe,
associées électriguement deux par deux et créast an champ électrique d'oscillation.

Celui-ci laisse passer certaines masses tandigl'guges sont sur une trajectoire qui ne leur
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permet pas d'atteindre le détecteur. Le quadrifpdletionne ainsi comme un filtre de masse.
Les analyseurs a piégeage d’ions détectent lesexmssés de facon sélective a une valeur de
rapportm/zdonnée d’'un champ tridimensionnel de piégeagexifite dans cette catégorie des
analyseurs a piege linéaire (Q-trap ou LTQ) qui osgnt aux ions des allers et retours
linéaires au milieu de quatre barres alimentéesipampotentiels. Les analyseurs a ultra haute
résolution comme I'Orbitrap piegent des paqueterndiet mesurent des fréquences de leur
oscillation.

Chaque analyseur possede des caractéristiquess gied®rmances analytiques qui
peuvent étre définies par les parameétres suivdesslimites minimale et maximale d&'zau-
dela desquelles l'analyseur ne pourra plus mesigesignal, la sensibilité qui indique la
guantité d’échantillon nécessaire pour détectessignal (interprétable) dans le spectre de
masse, la résolution, qui représente la capacit&adalyseur a distinguer deux composeés de
rapportsm/z voisins, et la précision sur la mesure mé qui correspond a la faculté de
mesurer une masse la plus proche possible de laenthéorique de la molécule analysée.
Cette précision s’exprime le plus souvent en «i@aér million » (ppm). Pour I'Orbitrap
(utilisé pour mon travail), la limite maximale dapportm/z est 4000 et la précision des

mesures den/z est 1-2 ppm (Makarov et al., 2006).

1.1.5.1.4. Analyse des données

Les chromatogrammes générés par le spectrometverdadtre convertis en données
sous un format compatible avec une analyse infoguat Pour ce faire différents logiciels
peuvent étre utilisés comme XCMS (Smith et al, &00ou Camera
(http://www.bioconductor.org/packages/release/liool/ CAMERA.html). XCMS est un
logiciel qui extrait les signaum/zdes chromatogrammes, regroupe ces signaux egedes
temps de rétention entre différents chromatogrametesstitue les données sous forme de
matrice contenant des variables, identifiées parapportm/z et un temps de rétention.
Camera regroupe les signaux issus d’'un méme métalaol calculant la corrélation de la
forme des pics a un méme temps de rétention ettarlias pics isotopiques, adduits et
fragments a partir de la matrice générée par XCSte annotation facilite la précision de la
composition élémentaire.

Les données obtenues doivent ensuite étre triéas @ominer les biais dus au
traitement des échantillons et a I'analyse. Ce#peéde tri repose sur I'analyse de « contr6le-

gualité » (blancs expérimentaux, échantillons lgmjoes dilués en série).
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Une partie des signaux obtenus peut étre annotéersparant les m/z expérimentaux
aux masses des molécules enregistrées dans lassdeadennées. Parmi ces bases de données
citons KEGG Kyoto Encyclopedia of Genes and GengmdadMDB (The Human
Metabolome Databa3eet METLIN (Metabolite and TanderilS Database). KEGG est une
ressource composée de 16 bases de données, classéefrmation sur les systemes,
information génomique, et information chimique.etiontient 17601 métabolites. HMBD est
une base de données contenant des informatioriéstaur les métabolites présents dans le
corps humain. Elle contient plus de 7900 métallitgdrosolubles et liposolubles. En outre,
environ 7200 protéines (et ADN) en font égalemeartip. METLIN est une base de données

de métabolites contenant plus de 42.000 structures.

1.1.5.2 Spectrométrie de masse en tandem

Pour déterminer la structure d'une molécule lesrinftions obtenues en mode de
spectrométrie de masse simple peuvent s’avérefffisetes. On devra alors recourir a
d’autres modes d’acquisition comme le mode de speétrie de masse en tandem (MS/MS)
ou a fragmentations successives (MSn). Dans le i&I&1S (Figure 7), différentes liaisons
dans la molécule cible se rompent selon I'énergi@ayée. Les liaisons les plus faibles ont
tendance a se dissocier en premier, ce qui pradsiions correspondant a des pertes neutres
d'eau, d'ammoniac, ou de dioxyde de carbone. LeenMd8/MS est un moyen de caractériser
une molécule complexe, qui n'a pas été reconnueuparsimple MS. Des expériences de
MSn (MS3, MS4, etc.) peuvent étre nécessaires ptuaider la structure compléte de la
molécule étudiée.

La validation formelle de l'identité d’'un métabelitsera finalement effectuée par
comparaison des rapports m/z et des temps de icgtephtre le métabolite identifie

expérimentalement et le métabolite de référencthétique.
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Figure 7 : Schéma de la MS/MS.

La premiere étape de MS/MS consiste a isoler les @dun méme rapport m/z (ion parent) au
moyen d’'un analyseur, a les fragmenter, puis ayaaslles ions produits par fragmentation
(ions fils). La majorité des instruments LC-MS avls capacités de MS/MS emploient une
dissociation induite par collision (CID) avec urzgare (Ar, He).

1.1.5.3 Applications

Un des premiers travaux utilisant la LC-MS et leff@ge métabolique a permis
d’identifier une nouvelle catégorie de lipides gsteme nerveux central, les N-acyl taurines,
comme substrats endogenes de I'enzyme FAAH (undaimjdrolase des acides gras). Ces
lipides sont considérablement plus abondants dansriveau et la moelle épiniere des souris
knock-out pour la FAAH que chez les souris sauvd§aghatelian et al., 2004). Le profilage
meétabolique est aussi tres utile pour identifiendaveaux biomarqueurs de maladies. Ainsi,
un ensemble de 14 biomarqueurs montrant une ertltBscrimination entre les individus
souffrant d'onchocercose (une maladie tropicale @usn nématode parasi@nchocerca
volvulug et les individus sains a été révelé par une aepadyn LC-MS sur des échantillons de
sérum et de plasma (Denery et al., 2010). Ces gprears pourront étre utilisés dans un but
diagnostique. Une autre étude a été effectuée esiédhantillons de fluide cervico-vaginal
humain dans des cas de naissances a terme etsdanwEs prématurées spontanées pour
trouver des biomarqueurs permettant de prédiresgie de naissance prématurée spontanée
(Shah et al., 2009). Les protéines présentes édihsde cervico-vaginal ont été caractérisées
par spectrométrie de masse en tandem couplée lrdenatographie liquide (LC-MS/MS).
Trois protéines significativement plus abondantes&s de naissance prématurée spontanée
('isoforme 1 de la desmoplakine, la stratifine |eprécurseur 1 de la thrombospondine) ont

été proposées en tant que biomarqueurs pronostiques
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2. Caractérisation fonctionnelle des biomarqueurs

Pour comprendre le fonctionnement des cellules, dgganismes ou la
physiopathologie des maladies, lidentification awarqueurs ne suffit pas et des études
fonctionnelles sont nécessaires. Plusieurs appsochieété développées pour caractériser un

marqueur de fonction inconnue.

2.1. Invalidation/surexpression

Parmi les stratégies utilisées fréquemment en ggresfonctionnelle, I'invalidation et
la surexpression des genes se sont avérées parBoubnt avantageuses. La technique
permettant d’'inactiver un géne (la technique Kn@ek) est devenue une méthode importante
dans la compréhension du réle d’'un gene particeligtes conséquences de son inactivation
sur le développement et la physiologie de I'orgamis Son application au modéle murin
représente un choix technologique judicieux pouwrdiér la fonction des génes chez les

mammiféres, et pour nous permettre d’extrapolerésgltats a I'espéce humaine.

2.1.1. Invalidation génique chez la souris
2.1.1.1. La souris comme organisme modeéle

2.1.1.1.1. Histoire de l'utilisation de la souris®egénétique

La souris a été utilisée pour étudier la génétidese mammiféres depuis le début du
XXe siécle. La premiére étude génétique de la sauété effectuée par le biologiste francais
Lucien Cuénot en 1902 qui, grace a son étude degtité de la pigmentation du pelage, a pu
vérifier chez la souris les lois de Mendel qui wiséprs n'avaient été démontrées que sur les
plantes. Quelques années plus tard, aux Etats-Wiliam Castle et Clarence Little ont
commenceé une série d'études génétiques sur lassaturen 1909, C. Little a développé la
premiere souche consanguine de souris de labaratairsouris DBA (dilute brown non-
agouti). Une souche consanguine, obtenue par desuplements entre freres et sceurs
pendant au moins vingt générations, a un taux érbeygotie proche de zéro. Son uniformité
génétique (isogénicité) et phénotypique fait d'ella modéle stable pour I'étude des
conséquences phénotypiques d’'une manipulation igéeétAujourd’hui, il existe plusieurs

centaines de souches de souris consanguines, etcdoga des souches consanguines
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originelles sont encore en usage. La souche C57Bldfeée par C. Little en 1921, est
devenue le premier mammifére aprés 'lhomme dogéleome ait été entierement séquence
(Mouse Genome Sequencing Consortium, 2002). Lergsogapide des technologies de
géneétique au cours des années 1980 a conduialdrétion de souris transgéniques et knock-
out. Un centre de génétique de la souris comniad&son Laboratoryfondé par Clarence
Little en 1929 aux Etats-Unis, posséde aujourd’plus de 5000 lignées de souris
génétiquement définies.

2.1.1.1.2. Intérét de ce modele pour la recherche

Au siéecle dernier, la souris a été choisie comngamisme modéle pour la recherche
en génétigue des mammiferes et les perspectiventificjues de son utilisation étaient tres
prometteuses. Bien que la levufggenorhabditis elegansu la drosophile puissent étre de
bons modéles pour certaines études (cycle cekyld&veloppement, etc...), la souris est un
meilleur modeéle pour I'étude des systémes compleresmuns aux mammiferes (systémes
immunitaire, neurologique, musculaire, etc...). Ranparaison avec d’autres mammiferes, la
souris a plusieurs avantages tels qu’un cycle decwourt, une reproduction rapide et une
fertilité importante. En outre, grace a sa petibet, son élevage est facile et a faible codlt. Le
fait que cela soit un mammifére avec des carattfrss génétiques et physiologiques
proches de celles de 'homme et le nombre impod@nides déja réalisées sur elle, fait de la
souris un modele de choix pour I'étude de la pHggie et des maladies humaines. L'étude
des souris transgéniques permet de comprendreppdessément l'origine et I'évolution de
maladies génétiques et de développer de nouvdilésagies. Par exemple, les souris
déficientes pour la dystrophine et l'utrophine memt de nombreux signes typiques de la
dystrophie musculaire de Duchenne. Leur étude anipede mettre en évidence que
l'utrophine et la dystrophine ont des réles compglét@ires dans le muscle squelettique
(Deconinck et al., 1997). Ce modele est actuellenoditisé pour les essais de nouvelles
thérapies (Goyenvalle et al., 2010).

2.1.1.2. Production de souris généetiquement modiBé

Les premiéres souris transgéniques ont été pradeiténfectant des embryons par des
rétrovirus ou encore, quelques années plus tard, nparo-injection d’ADN dans le

pronucléus d'un zygote. Mais les techniques de eg@@nétique chez la souris se sont
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développées grace a l'isolement et la mise enreuttas cellules souches embryonnaires (ES)
(Martin, 1981).

Les cellules souches sont des cellules pluripategte peuvent se diviser de fagon
illimitée tout en gardant la faculté de se diff@ien en n'importe quel type de cellules et cela
méme en culturen vitro. Elles peuvent étre génétiguement modifigesvitro et ont la
capacité de coloniser tous les tissus de I'embhgia dans lequel elles sont injectées. Si elles
colonisent la lignée germinale, la modification éggue pourra étre transmise a la

descendance (Figure 8).
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Cellules ES génétiqguement modifiées
Microinjection de blastocéle (male géﬂOl\!pO MLIU[WT}

v

Souris chimérigque Souris normale
(male mut/WT) (femelle WT/WT)

Analyse du phénotype induit parla
modification génetique

Souris portant la modification génétique
(50% de souris transgénigues Mut/WT)

Figure 8 : Représentation schématique de la produicin de souris génétiquement
modifiées.

La construction qui porte la modification génétigpeut étre obtenue par sous-clonage
traditionnel, dans un plasmide ou un virus, oulpaechnique deecombineeringqui utilise

la recombinaison homologue daischerichia coli(Liu et al., 2003). Les cellules ES
modifiées sont sélectionnées grace au gene ddisal@ssocié a la modification génétique.
Ces cellules seront ensuite multipliées en culatrmjectées dans un blastocele hote, lequel
est réimplanté dans l'utérus d’'une femelle portelise plus souvent les cellules ES et
'embryon hote sont issus de souches dont le patagee couleur différente, ce qui permet
d’identifier aisément les souris chimériques, dame partie des cellules provient de
'embryon hote, et I'autre provient des cellules. E8 croisement de ces souris chimériques
avec des souris sauvages aboultit, si les celllBes&difiées ont colonisé la lignée germinale
des chiméres, a des souris hétérozygotes donstmsteellules contiennent un alléle modifié.

34



2.1.1.3. Méthodes d’inactivation génique chez lagos
2.1.1.3.1. Knock-out et knock-in

La méthode qui permet la recombinaison homologuee eane molécule d’ADN
exogene et une séquence endogene homologue (Fjuee été développée chez les
eucaryotes supérieurs a la fin des années quatgtsviCapecchi, 1989). Cette méthode
permet d’inactiver un géne en produisant des nuaratiponctuelles, des réarrangements
chromosomiques, ou en le délétant. La souris domgfeme a été inactivé est une souris knock-
out pour ce gene précis. L’avantage des mutatiemetpelles par rapport a la délétion du
géne entier, est qu’elles offrent la possibilitérdilyser la fonction du géne de facon plus
subtile, mais cela suppose qu’on ait une idée abéalde la fonction de ce géne ou au moins
une hypothese sur l'effet de ces mutations. Pample les souris portant une mutation
ponctuelle dans le gene codant la troponine candidgcTnl) constituent un modele tres utile
pour I'étude et la compréhension du développemenltadcardiomyopathie restrictive, une
maladie qui est due a la méme mutation chez I'horioeet al., 2006).

Une variante intéressante de la technique de koatlest la technique de knock-in.
Elle consiste a remplacer un géne par une séqudifi@Nc issue d'un autre gene.
L’avantage de cette technique est que le transgeste sous le contréle du promoteur du gene
d’'origine. Par exemple un modele murin de la maladé Huntington a été généré en
remplacant un fragment du géne de la huntingtinenayar la séquence humaine orthologue
mutante (Menalled et al., 2003). Le transgene peissi servir de gene rapporteur si son
produit est facilement détectable et permettreiaifenalyser I'expression du gene qu'il
remplace. C'est le cas par exemple du gene Lac£ape laB-galactosidase, dont I'activité

peut étre facilement révélée par une simple cotoraX-Gal.
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Figure 9 : Principe général de 'inactivation d’'ungéne par recombinaison homologue.

a) Dans le cas du knock-out, le vecteur contiestaassette de sélection insérée dans un exon
(les exons sont représentés par des rectanglassétjience codante est en noir) entouré des
brins d’homologie qui permettront la recombinaidoomologue. Aprés recombinaison, le
gene ciblé est inactivé par l'insertion de la ctesde sélection conduisant a une mutation
perte de fonction. b) Dans le cas du knock-inples de la cassette de sélection, un transgene
est introduit dans le vecteur. Apres la recomboraisomologue, le gene ciblé est inactivé et
le transgene placé sous le contréle du promotedesséquences de régulation du géne ciblé
est exprimé a sa place.

Il est aussi possible d’'inactiver un géne en w@iilisdes nucléases artificielles a doigts
de zinc. Il s’agit d’'une technique basée sur ungpuaee d’ADN double brin et sa réparation.
Les nucléases a doigts de zinc comportent un dendenliaison a I'’ADN (chaque nucléase
reconnait une seéquence spécifique) associé au demacléaire de I'enzyme de restriction
Fokl qui n’est actif qu’a I'état de dimere (Urnova., 2010). Ainsi il faut deux nucléases a
doigts de zinc qui vont se lier sur TADN en amatten aval de la partie que I'on souhaite
déléter. Les deux domaines endonucléases de Foklalors se rapprocher en formant un
dimére et effectuer une coupure. Celle-ci va easéite réparée par la ligation des deux
extrémités formées par la coupure créant ainsi délétion de quelques nucléotides qui
conduira a l'inactivation du géne. Les vecteursactdes nucléases a doigts de zinc peuvent
étre introduits dans les cellules ES ou directerdant le zygote.
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2.1.1.3.2. Knock-out conditionnel

Les techniques décrites précédemment permettaraativer ou de modifier un gene,
mais ces modifications sont présentes dans toudss ckllules et dés le début du
développement de I'organisme transgénique. Or iosriaconvénients peuvent se présenter
dans cette situation, notamment si la modificatimportée est létale pour la cellule ou
'embryon, ou si elle affecte de nombreux tissusneuit ainsi un phénotype complexe a
analyser. Pour simplifier I'étude de ce genre dg itgeut étre intéressant de créer une souris

exprimant la mutation soit a partir d’'un temps d@iaé, soit seulement dans certains tissus.

2.1.1.3.2.1. Contréle dans I'espace

Une stratégie permettant d’exprimer une mutatiaieseent dans certains tissus a été
développée (Gu et al. 1994). Cette stratégie eglus souvent basée sur l'utilisation du
systeme de recombinaison site spécifigue du baptéaige P1 Cre/loxP. Premierement, une
souris transgénique portant deux sites loxP pldedacon a ce gu’ils entourent la plus grande
partie du géne étudié sans perturber son actidtiéxci peuvent étre situés par exemple dans
les introns) doit étre créée. Cette souris doitu@sétre croisée avec une autre souris
transgénique qui exprime la recombinase Cre sousolgrble d’'un promoteur tissu-
spécifique. La recombinase Cre provoque une délé@la séquence qui se trouve entre les
deux sites loxP et induit de cette maniere I'inaation du gene étudié dans les cellules ou elle
est exprimée (Figure 10). Il faut noter que leessibxP ne sont pas présents naturellement
chez les mammiferes. Des souris exprimant Cre lgoosntréle de promoteurs variés ont été
développées (Quinn et al.,, 2009 ; Stanford et24110 ; Wang et al., 2010). Le systéme
FIp/FRT issu de la levure agit de la méme maniere @re/loxP et est également utilisé pour

déléter des séquences chez la souris (Ge et @0).20

2.1.1.3.2.2. Contrdle dans le temps

Il est possible de contréler I'induction de la niia non seulement dans 'espace,
mais aussi dans le temps. Dans ce systeme, larmdée est fusionnée avec le domaine de
liaison du récepteur aux progestérones humain aheittacon a ce gu'’il ne soit pas reconnu
par I'hormone endogene (Kellendonk et al., 1996an® cette forme de fusion, la

recombinase Cre n’est pas active, mais son acpeité étre restaurée en présence d’'un ligand
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approprié (le stéroide synthétique RU 486). Celwiient se lier sur le récepteur, ce qui va

entrainer un changement de conformation permdtgoénétration de Cre dans le noyau ou
elle peut induire la mutation ciblée. En pratique e retrouve dans le méme cas que
précédemment : une souris portant deux sites laxduegant le géne a étudier est croisée avec
une souris portant le transgéne de la recombinasee@ fusion et donc inactive. Pour

I'activer il suffit d’administrer a la souris legiénd approprié dans au moment désiré. D’autres
binbmes récepteur/ligand peuvent étre utilisés cerfammécepteur aux cestrogénes muté et le

tamoxiféne (un analogue des cestrogenes) (Feil, 619#16).
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Figure 10 : Mutagénese conditionnelle basée surdgsteme Cre/loxP.

Ce systéeme est basé sur le croisement de dewedigieesouris génétiguement modifiées : la
premiére (lignée A), obtenue aprés recombinaisondhague dans les cellules ES, porte dans
son génome des sites loxP qui entourent le gemeedét ; les lignées B et C expriment la

recombinase Cre sous le contréle d'un promoteuné&oBi ce promoteur induit I'expression

de la Cre dans la lignée germinale femelle (lig6gele géne d’intérét va étre supprimé dans
toutes les cellules des animaux issus d'un croiseemre la souris femelle C et la souris

male A. Si le promoteur induit I'expression de I& @ans un ou plusieurs types de cellules
(lignée B), les animaux nés d'un croisement entre souris A et une souris B seront

mosaiques : le gene étudié sera supprimé seuledaest les cellules exprimant Cre. P :

promoteur.

38



Il existe d’autres systemes d’expression inductibemme les systemes Tet-Off et
Tet-On qui utilisent I'opéron bactérien tétracyeliftet). Il s’agit de systemes dans lesquels
I'expression d'un gene d’intérét dépend d'un aetivade transcription inductible. En pratique
une lignée de souris exprimant I'activateur dedagcription sous le contrdle d’'un promoteur
tissu-spécifique est croisée avec une lignée agehe d’intérét est placé sous contréle d’'un
promoteur régulé par cet activateur. Dans les dgsiemes (Tet-Off et Tet-On), I'activateur
de la transcription peut étre régulé a la foisalmh réversible et quantitative en exposant les
animaux transgéniques a des concentrations ditiEseate tétracycline, ou d'un dériveé tel que
la doxycycline (Kistner et al., 1996). Dans le sysé Tet-Off, la transcription est inactivée
par la tétracycline ou la doxycycline, et a l'irserdans le systeme Tet-On, la transcription
est active seulement en présence d’antibiotiqugu(gill) (Kistner et al., 1996).

Systéme Tet-off Systéme Tet-on

| Promoteur

Promoteur

Génedintérat Gene dintérat ‘

Doxyeyclineg ﬂ # .%aomom\ine

4{ tetl

Gene dinterét |

‘ Arrét de I'expression ‘ ‘ Activation de I'expression

Figure 11 : Systémes Tet-Off et Tet-On.

a) Dans le systeme d'expression Tet-Off, une preté&iansactivatricetTA) controlée par la
tétracycline, régule I'expression du gene d’intéudtest sous le contrble transcriptionnel du
« tetracycline responsive element(TRE). La protéine transactivatrice est composée d’'une
protéine bactérienne (répresseur tétracycliady), qui reconnait I'antibiotique tétracycline et
interagit avec la séquence de [lopératefietO) et d'un domaine transactivateur
transcriptionnel VP16 (provenant du virdderpés simplex Le TRE est composé de
'opérateur TettétO) fusionné a un promoteur minimal (dérivé du cytgaiévirus humain
(HCMV). En l'absence de tétracycline ou de doxycycliadTA se lie auTRE et active la
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transcription du géne cible. En présence de téttimeyou de doxycycline, &I A ne peut pas
se lier a IaTRE et le géne cible n’est pas exprimé.

b) Le systeme Tet-On utilise une forme mutée depratéine transactivatrice (reverse
tetracycline-controlled transactivatdiFA). rtTA ne peut reconnaitre la séquence tetO dans |
TRE du transgene cible qu’en présence de tétraxeyadu de doxycycline. Ainsi, dans le
systeme Tet-On, la transcription du gene est aetpay ajout d’antibiotique, et a l'inverse,
I'arrét d’administration de cet antibiotique perndéhhiber I'expression du géne.

2.1.1.3.3. Inactivation a grande échelle

Compte tenu de la puissance des études fonctiesnadr inactivation de géne chez la
souris, des programmes de mutagénése a grandéeémttedté initiés. Un premier projet basé
sur la mutagénese aléatoire par un agent chimitgeiy ; voir ci-dessous) (Masuya et al.,
2004) a été suivi par d’autres grands projets matisonaux. Les membres de Ik¢ernational
Knockout Mouse Consortium (IKMC) ont entrepris d’invalider tous les genesdant des
protéines chez la souris en utilisant des approaléstoires (piégeage de génes) ou ciblées
(knock-out) dans les cellules souches embryonnairesinternational Mouse Phenotyping
Consortium» (IMPC) envisage d’étudier systématiquement lénpltype des souris générées
a partir des cellules souches embryonnaires dépétsppar I'lKMC. Chaque lignée de souris
va étre soumise a une batterie de tests a haut débr l'identification de phénotypes
développementaux, anatomiques, physiologiques, odeipentaux et pathologiques. Quinze

mille lignées de souris devraient étre phénotyp&es2020.

2.1.1.3.3.1. Mutagénese par 'ENU

La N-éthyl-N-nitrosourée (ENU) est un mutagene c¢hura puissant utilisé chez la
souris, qui induit des substitutions de bases genfaléatoire dans le génome entier des
spermatogonies (Russel et al., 1982). Une stratéagee sur cette méthode a été mise en
place pour sélectionner des souris mutantes enidonde leur phénotype. Les souris males
traitées a 'ENU sont croisées avec des souris lfemsauvages. La descendance est soumise
a une analyse phénotypique pour sélectionner ddstions candidates. Les phénotypes
dominants peuvent étre détectés dés la générafio®dur les phénotypes récessifs il faut
d’abord effectuer un croisement entre la générdtibet des souris sauvages puis croiser leur
descendance F2 avec les souris F1. Les étudestppipues sont effectuées sur les souris
provenant de ce dernier croisement (générationU.fois les individus portant la mutation

repérés, il faut procéder a l'identification denatation par clonage positionnel. Grace a cette

40



stratégie, une mutation récessive dans le geB&2 (fibrilin 2, une composante de
microfibrilles du tissu conjonctif probablement iligpiée dans l'assemblage des fibres
élastiques) qui se traduit par une myasthénie aidéetdgtifice (Miller et al.,, 2010). Cette
mutation est un modele important pour étudier Iésanismes pathogéniques sous-jacents a
la myasthénie. En outre, ce travail a permis diifien un phénotype, jusque-la inconnu, qui
semble résulter de I'absence de protéine Fbn2.

Des banques de mutants obtenus par expositionNBJI'ént été constituées (Masuya
et al., 2011). Elles sont basées sur un systermehivage a la fois des spermatozoides et de
'ADN génomique des souris males de la génératian Lkes archives d'’ADN génomique
peuvent étre utilisées pour rechercher des mutatioduites par 'ENU dans un gene
d’intérét. Les souris peuvent alors étre produggee au sperme cryoconservé. Ces souris
mutantes peuvent étre utilisées pour étudier lation biologique du géne d’intérét ou fournir
des modeles de maladies humaines. Par exemplétd montré qu’une substitution induite
par 'ENU dans le géene de la N-acyltransféraséldtl), une enzyme qui intervient dans le
métabolisme des médicaments et autres xénobiotigu@goque une réduction significative

de son activité enzymatique (Erickson et al., 2008)

2.1.1.3.3.2. Approche Genetrap

Le «gene trapping> (piégeage de genes), consiste a inactiver dessgear insertion
aléatoire d'une cassette deggene trap» dans le génome des cellules ES. La cassette de
«gene trap» possede plusieurs séquences clés : un sitetaucapépissage, un signal de
polyadénylation, un géne rapporteur (habituellemergene bactérien lacZ) et un géne qui
permet la sélection des cellules dans lesquellegene a été piégé (en général il s’agit d’'un
géne de résistance a un facteur de sélection,xeanpe le géne de la néomycine phospho-
transférase) (Gossler et al.,, 1989). Quand la ttassdnsére dans un intron d’'un géne,
I'épissage a lieu entre le site donneur d’épissdtge en 3’ de I'exon qui se trouve en amont
de la cassette et le site accepteur d’épissagé siilb’ de la cassette (Figure 12). Le gene
rapporteur sera exprimé sous le contréle du pramale gene piégé. Grace au signal de
polyadénylation situé en 3’ de la cassette, quidmsignal de terminaison de la transcription,
les exons du gene situés en aval de la cassetteraoet pas transcrits. Plus la cassette est
insérée pres de I'extrémité 5’ du gene, plus lai@pawon transcrite du gene est grande, ce qui

menera a un produit tronqué inactif. Méme si, darupart des cas, l'insertion de la cassette
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dans la région 5’ du gene piégé méne a son indéictivaompléte, il arrive parfois qu’'on

observe une expression résiduelle du transcrin@lieingueur (Voss et al., 1998).

ADN Genomique

ADN Genomique 'l'

W o R, B

STOP

Le signal polyA
interromptl’épissage

ARN messager

Protéine codée par
le zéne rapporteur
ou de sélection

Séquencage de

= I'ADNcpour
identifier le
CGGATTCG géne piégeé

Figure 12 : Principe de la technique « gene trap ».

La cassette degene trap» s’'insere de facon aléatoire dans le génome (égm&mier intron
d’'un géne sur cette image). La transcription duegginsi piégé aboutit a un ARNm tronqué.
Le gene rapporteur ainsi que le gene de séledtgen( fusion de lacZ et neo) sont exprimés
sous le contrdle de la région régulatrice du géagép Pour identifier I'intron dans lequel la
cassette s’est insérée, on effectue une RT-PCRileyant une amorce qui s’hybride en 5’ de
la cassette. Le séquencage du produit obtenu pefidentifier 'exon situé immédiatement
en 5’ de la cassette.

La plus grande limitation de cette méthode estlgugene de sélection n’est exprimé
gue si la transcription a lieu, c’est-a-dire schssette s’est insérée dans un géne actif. Or il
peut arriver que certains genes piégés ne soisragids dans les cellules ES (par exemple le
gene Btk Bruton's tyrosine kinageexprimé spécifiguement dans les lymphocytes Baett
seulement pendant la différenciation Zambrowiczalet 1998). De nouveaux vecteurs de
«gene trap», dans lesquels la séquence PGKpuroSD a été&ajonnt été développés pour
contourner cette limitation (Zambrowicz et al., 829Cette séquence contient un promoteur
PGK (promoteur du gene codant la phospoglycérataskil), actif dans les lignées ES,
fusionné a la séquence de la puromycine N-acylkgaase dont le signal de polyadénylation a
été remplacé par un site donneur d'épissage (Fib@reCette amélioration permet de piéger
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des genes indépendamment de leur statut d’expresdens les cellules souches

embryonnaires.
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Figure 13 : Un vecteur de « gene trap » amélioré.

Dans ce vecteur degene trap», une cassette PGKpuro a été ajoutée en 3’ dadsette
Bgeo. Tandis que le géne rapporteur lacZ est expsoné le contrdle du promoteur du gene
dans lequel le vecteur s’est insére, la cassettpB® porte son propre promoteur PGK, qui
garantit I'expression dans les cellules souchesrgmbaires du géne de la puromycine N-
acyltransférase, ce qui permet de sélectionneesdas cellules souches embryonnaires ou un
géene a été piégé (d'apres Zambrowicz et al., 1998)

Des banques publiques de lignées de cellules E®h@sumodifiées par la technique
de «gene trap» ont été créées par linternational Gene Trap Consortium
(www.genetrap.org). Omnibank, qui utilise un vectde «gene trap» contenant la séquence

PGKpuroSD, fait partie de ce consortium (Zambrovetal., 1998).

Une autre approche d’inactivation de genes a graotelle chez la souris repose sur
I'utilisation de transposons. La transposition @stprocessus précis par lequel un fragment
d'ADN est excisé et déplacé vers un autre site tlamséme molécule d'ADN ou dans un
génome différent. Les transposons non-autonomespigmutiles comme outils de génétique
parce qu’apres leur insertion dans le génome ilpauwent pas continuer a s’exciser et a se
réinsérer. Le systeme de transpositioBleeping Beauty a été congu pour insérer des
séquences spécifigues dans les génomes des vertitlmst composé d'une transposase et un
transposon (lvics et al., 1997). Comme toutes Udiea transposases de type Tcl/mariner, la
transposase Sleeping beauty insére le transposon dans des régions du génomeeen AT.
Pour inactiver des genes a grande échelle chemtasson croise une lignée qui contient dans
son génome le transposon avec une lignée qui egpantransposase. Des événements de
transposition se produisent dans les tissus dedaethdance ou la transposase est exprimée.

Si le transposon est inséré dans un gene, il poorrduire a son inactivation (Carlson 2003).

43



2.1.1.4. Lignées congéniques

Pour les études phénotypiques, il est recommand@igsr des souches de souris bien
caractérisées, notamment s’il s’agit d’'une analiseouris transgéniques. Or les cellules ES
qui procurent les meilleurs rendements de transge(mar exemple les cellules provenant de
la souche 129) sont issues de souches qui se pp&era certaines études phénotypiques, en
particuliers comportementales. Pour changer de f@retique, il faut effectuer un « back-
cross », c'est-a-dire des croisements success#s a@es souris sauvages ayant le fond
génetique souhaité (par exemple C57BL/6). La Figlde schématise le processus de

« congénisation » des souris transgéniques.

Lignée C57BL/6

o R x @

Lignée 129

4

N1

Lighée congénigue
de C57BL/6 : N1OFL  .-°

Identification des +/-

0 100 [ Identificationdes+/- |

[

Pourcentage d’homogénéité du
fond génétique par rapport a la
lignée C57BL/6

Figure 14 : Processus de « congénisation » des sedransgéniques.

Chaque nouvelle génération d’hétérozygotes esté@eoavec des souris sauvages ayant le
fond génétique souhaité. Au moins dix croisementEassifs sont nécessaires a I'obtention
d’'une lignée congénique, c'est-a-dire a des s@awes un fond génétique considéré comme
homogene.
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Compte tenu du temps de génération, 2 a 3 ansngoassaires pour mener a terme le
processus de congénisation. La stratégie dispeed congenis a été développée pour
circonvenir ce probleme. Dans cette méthode onyaea chaque génération non seulement
la transmission de la mutation, mais aussi desasatellites polymorphes entre la souche de
départ et le fond génétique désiré. Les sourisecamit le pourcentage le plus élevé d'alléles
spécifiqgues du fond désiré sont sélectionnées [@aroisement suivant. En utilisant cette
stratégie, seulement 5 générations (10 a 14 moig)recessaires pour obtenir une lignée de
souris congéniques dont le fond génétique est cegpoplus de 99% du génome désiré
(Wakeland et al., 1997).

2.1.2. Knock-down

L'inactivation ciblée des géenes par ARN interféee(RNi) a été développée comme
une alternative au knock-out. Il s’agit d’'une inkitn post-transcriptionnelle de I'expression
génique. Ce mécanisme est naturellement préseamtlebeplantes et les animaux et il est
responsable d'importantes fonctions biologiques roenta défense contre les transposons et
les virus (Lindbo et al., 1993 ; Chotkowski et 2D08). Pour diminuer le niveau d’expression
d’'un gene, on peut introduire dans la cellule siiéctement un siRNA (petit ARN double
brin) soit un shRNA (petit ARN en épingle a cheveayant une séquence complémentaire a
celle de 'ARN cible (Figure 15). Il faut noter gilieffet des siRNA est limité dans le temps
et dans I'espace. L’ARNI via I'expression de shRIdAété appliguée avec succes dans de
nombreux organismes vivo, ce qui indique une grande universalité de ce msgee (Haley
et al.,, 2010 ; Liu et al.,, 2010 ; Tinoco et al.,.180 Une perspective d’application de ce

mécanisme est qu’il pourrait servir d’outil de tgie génique (Kim et Rossi, 2007).
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Figure 15 : Vue schématique du knock-down par 'ARNnterférence.

Le processus de I'ARN interférence est déclench&'iptroduction de shRNAghort hairpin
RNA dans une cellule par transfection ou infection yoa lentivirus. Les shRNA vont étre
traités dans la cellule par la ribonucléase (RNlsaommeéeDicer, produisant ainsi de petits
ARN double-brin, d’environ 22 nucléotides, les silRfsmall interfering RNAs(Paddison et
al., 2002). Les siRNA s’associent avec des progepwur former un complexe nommé RISC
(RNA-induced silencing compleX)n seul brin du siRNA reste associé au compleb&CR
Le complexe RISC reconnait les ARN messagers quésemtent une séquence
complémentaire a ce brin et catalyse leur dégmadati cette réaction a lieu dans le
cytoplasme. Ce mécanisme peut aussi étre induitjeatant dans la cellule directement de
petits ARN double-brin (siRNA) qui ciblent TARNmneogene du géne dont on souhaite

réprimer I'expression.
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2.1.3. Surexpression

Au contraire des techniques évoquées dans lestdmpréecédents, on peut étudier la
fonction d’un gene en examinant I'effet de sa spregsion (ou réexpression dans le cas de
génes inactivés par knock-out ou knock-down). Pexprimer un géne dans une cellule
eucaryote, deux parametres doivent étre pris emptma nature du vecteur et le promoteur.
Les promoteurs utilisés peuvent étre d’origine leirgpar exemple CMV dytomegalovirus
immediate-early promotgou SV40 §imian virus 40 early promotgrou d’origine eucaryote
(par exemple EF1A human elongation factor ol promote) ou PGK mouse
phosphoglycerate kinase 1 prom@jerLe choix du promoteur dépend surtout du niveau
d’expression désiré. Il a été montré que certamsnpteurs sont forts indépendamment du
type cellulaire, comme EF1A ou SV40, et que d'aisent constamment faibles, comme
PGK. En revanche, il existe des promoteurs dontplassance dépend du couple
cellule/promoteur, comme CMV (Qin et al., 2010).

Il est parfois difficile de transfecter efficacemedes cellules en culture. Ces
difficultés peuvent étre dues a la toxicité du eectou du gene surexprimé dans la cellule.
Dans ce cas, on peut étre amené a trouver un camgentre la toxicité et I'efficacité de la
transfection. De plus, la plupart des plasmidesarg pas répliqués de facon épisomale chez
les eucaryotes : apres transfection, I'expressiécline. On parle d’expression transitoire.
Pour circonvenir cette difficulté, on peut chercléerétablir une lignée dans laquelle le
transgene sera exprimé de facon stable. Pour olierpression stable du transgene, on
sélectionne une cellule ayant intégré le plasmiaesdson génome (le vecteur doit posséder
un marqueur de sélection eucaryote) et I'on proéedee étape de clonage.

Pour exprimer un gene dans une cellule eucaryotpeom aussi utiliser un vecteur
viral (lentivirus ou adénovirus). Cette techniqueupétre employée vivo. On choisit le
virus selon son tropisme, et suivant que I'on wsenon a intégrer le transgéne dans le
génome de la cellule ciblée. Leur utilisation impo&s normes strictes de sécurité : on utilise
des virus rendus incapables de se répliquer apriestion de leur cellule cible. Les
adéenovirus peuvent étre utilisés dans differemegycellulaires. Leur ADN ne s’integre pas
dans le génome de la cellule cible. lls sont casakllincorporer des transgenes de grande
taille (< 8 kb) avec un haut niveau d'expression, et sarifefaa produire. En revanche les
réponses immunitaires contre l'adénovirus peuvemtelr leur emploi en thérapie génique
(Nayak et Herzog, 2010). Les vecteurs lentiviramxitent la taille du transgene a 5kb. Ils

s’integrent de facon stable dans le génome dellaledbte. lls permettent I'expression de
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transgenes a long terme dans des cellules noniguigst tels que les neurones (Naldini et al.,
1996).

2.2. Analyse spatio-temporelle de I'expression d’'ugene

Le profil spatio-temporel d’expression d’'un génatpurnir des indications sur sa
fonction. Par exemple I'étude du profil spatio-tergd d’expression du géne Neil3, identifié
comme une glycosylase de 'ADN grace a des hometogie séquences, révele gu'il est
préférentiellement exprimé pendant le développeraattiryonnaire chez la souris ainsi que
dans des tissus tumoraux (Hildrestrand et al.,, 066 qui suggere un rble dans la
prolifération cellulaire. On peut établir un prafilexpression a partir d’extraits tissulaires ou
directement sur coupes, par des méthodes quadisatiy quantitatives, qui permettent de
détecter le produit méme du géne ou celui du teamsg(ARNmM, protéine ou activité
enzymatique). Il est important de comparer lesilgrafexpression d’'un géne au niveau a la
fois des ARN et des protéines, en particuliersagit d’'un gene exprimé dans les neurones.
En effet, les ARNm sont détectés dans la régioncdwveau ou sont situés les corps
cellulaires, mais leurs produits protéiques peuvétne localisés dans la structure de
projection, comme c’est le cas pour CalDAG-GEFIg(mnotéine impliquée dans I'activation
de la cascade des ERK/MAP kinases) qui est systh@iar les neurones de projection du
striatum et transporté vers les terminaux stridtiolgaix et striatonigraux.
L'immunoréactivité¢ de CalDAG-GEFI marque l'intégtal des voies striatopallidale et
striatonigrée, depuis le compartiment de la matsteatale jusqu’au pallidum et a la
substance noire réticulée, tandis que ses ARNmome détectés que dans le striatum
(Kawasaki et al., 1998).

2.2.1. Approches moléculaires et biochimiques
2.2.1.1. A l'échelle de 'ARN

Les ARN messagers représentent de 1 a 5% des ARbxtextraits de la cellule.
L’abondance cellulaire des ARN messagers de la glasde partie des genes exprimés est
faible. Leur étude nécessite donc l'utilisation tdehniques sensibles ainsi que la mise au

point de méthodes de quantification.
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Une des techniques classiques de I'analyse des &gk Northern blot qui consiste a
séparer les ARN sur gel, a les transférer sur manebpuis a les hybrider avec une sonde
complémentaire d’'une partie du transcrit d’'intér€ette méthode fait plutdét partie des
meéthodes qualitatives méme si 'on peut évaluerapmativement la quantité des ARN
détectés en se rapportant au signal obtenu po&RINh choisi comme témoin. Elle présente
'avantage de renseigner sur la taille des trats@i la présence éventuelle de variants
d’épissage.

Plus sensible que les autres techniques, la RT-Bl€Remps réel (QPCR) est une
meéthode quantitative qui permet de détecter fagl@nméme de faibles taux d’ARN. Elle
comprend une étape de transcription inverse (RTjieswune PCR avec des amorces
spécifiques du transcrit d’'intérét. Le principeldegPCR consiste a détecter et quantifier un
rapporteur fluorescent dont I'émission est dire@eim proportionnelle a la quantité
d’amplicons générés durant la réaction de PCRomt d la quantité initiale de matrice. Deux
techniques sont utilisées principalement pour éffecune gPCR (Figure 16) : la technique
TagMan et la détection de l'intercalant fluorescEBMBR-Green. La possibilité de détecter
toute molécule d’ADN double brin grace au SYBR-Grpeut étre comprise a la fois comme
un avantage et comme un inconvénient. En effete ¢ethnique ne requiert pas la synthese
d’'une sonde spécifique. En revanche des faux feopiiuvent étre produits. Au contraire, les
sondes TagMan sont spécifiques de la séquence d'@uRidtifié. Une autre application de la
méthode TagMan est la discrimination allélique. Paette application, des sondes
spécifiques de chaque alléle sont marquées pdituteephores différents et utilisées dans la

méme réaction.
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Figure 16 : Difféerences entre les techniques TagMaret SYBR-Green D’aprés
www.appliedbiosystems.com).

A) Principe TagMan. Une sonde oligonucléotidique c@&m@ntaire d’'un fragment de la
séquence a amplifier est construite. Elle contisntapporteur fluorescent a son extrémité 5'
et un inhibiteur de fluorescence duencher») a son extrémité 3'. Si la sonde est intacte, la
proximité de I'inhibiteur réduit considérablemeatfluorescence émise par le rapporteur. Si la
séquence cible est présente, la sonde s’hybridearde 'une des amorces et est clivée par
l'activité nucléase 5’ de I'ADN polymérase Taq partd’élongation. Le clivage de la sonde
sépare le rapporteur fluorescent de [linhibiteur flieorescence, ce qui entraine une
augmentation de l'intensité de fluorescence prapurelle a la quantité d'amplicons produits.

B) Principe d'utilisation du SYBR-Green. Quand ldarant fluorescent SYBR Green | est

ajouté a un échantillon, il s’intercale dans touessmolécules d’ADN double brin présents

dans I'échantillon. Au cours de la PCR, I'ADN pograse amplifie la séquence cible, et le
SYBR Green |, s’intercale dans chaque nouvelle &opi mesure que la PCR progresse,
I'intensité de fluorescence augmente de facon ptiopoelle a la quantité de produit de PCR
formé. Pour normaliser la quantification de la fesxence on utilise la référence passive
« ROX ». Sa fluorescence passive permet de nomenalss fluctuations de fluorescence qui
ne sont pas liées au signal mais qui peuvent &es ghar exemple aux variations de
température ou d'enregistrement au niveau de l&ream
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2.2.1.2. A I'échelle de la protéine

Les protéines peuvent étre analysées par Westatiruble technique traditionnelle qui
consiste a séparer les protéines sur un gel deagelamide, a les transférer sur une
membrane support, sur laquelle les molécules rebBes sont repérées a I'aide d’anticorps
spécifiques. Cependant cette technique ne permsatr@aquantification trés précise.

Le probleme de cette technique ainsi que des atgm@migues immunochimiques
utilisées pour la détection des protéines est lpsekbquierent des anticorps spécifiques. Pour
tenter de le résoudre, un projet, appelduran Protein Atlas, a été initié. Il s’agit d’'un
programme dont le but est d’explorer de facon syati&ue le protéome de ’lhomme grace a
la production a grande échelle d’anticorps spéeifigde protéines humaines (Uhlén et al.,
2005). Cet atlas contient les profils d'expresgortéiques de 11260 genes baseés sur 14506
anticorps. Ce sont des anticorps de lapin produiteut débit contre dd3rotein Epitope
Signature Tag$PrESTSs) spécifiques de chaque protéine et pratieit la bactérie (Agaton et
al., 2003).

Une autre facon de résoudre le probleme de dispitditd’anticorps spécifiques est
d’étiqueter les protéinesagging. Ceci consiste a ajouter a la protéine a étudierséquence
(Tag) qui permet par exemple d’analyser sa lodadisacellulaire, ou les interactions
moléculaires qu’elle établit. Les tags courammetilisas (Myc, HA, Flag) peuvent étre
reconnus par un anticorps monoclonal. La protéiR® @reen Fluorescent Protejrest tres
largement utilisée pour I'étiquetage des protéimes,elle peut étre facilement visualisée et
permet de suivre en direct la localisation desgimes au niveau subcellulaire. Les étiquettes
ajoutées a la protéine facilitent également sdipation.

2.2.2. Analyses histologiques
2.2.2.1. A l'échelle de 'ARN

L’hybridation in situ consiste a hybrider une sonde marquée spécifiquiadscrit
d’intérét sur des coupes de tissu. Elle donne oftemation qualitative complémentaire aux
approches moléculaires et biochimiques citées geguénent. On peut en effet visualiser de
facon précise la présence d'un ARN donné au niwdEuwellules distinctes. La technique
d’hybridationin situa été utilisée pour créer des atlas digitaux eéelession génique dans le
cerveau de souris, tels que Adlen Brain Atlas» (Lein et al., 2007) ou le projetBtain Gene

Expression Map (BGEM) (Magdaleno et al., 2006) ou enc@enepaint qui est spécialisé
51



dans I'étude de I'expression génique au cours deldppement embryonnaire chez la souris
(Visel et al., 2004).

Pour analyser a grande échelle le profil d’'expmssiun géne dans différents tissus
au niveau de I'ARN on peut utiliser des puces tases (issue arrays Cette méthode
consiste a monter sur des lames de microscopeetggirtes de coupes de tissus. Celles-ci
vont ensuite étre hybridées avec une sonde spéeifig@ 'ARN dont on souhaite analyser
'expression. Grace a cette technique, le proféxgression de génes codant des protéines
liant I'ARN a pu étre établi dans différents tisbusnains, et a différents ages (Masuda et al.,
2009).

2.2.2.2. A I'échelle de la protéine

Si I'on souhaite localiser directement la protésuée par le gene d'intérét ou le
transgéne sur une coupe de tissu, on peut utiliSBnmunohistochimie ou
'immunofluorescence. Pour ces techniques, descamps spécifiques dirigés contre la
protéine analysée sont indispensables. En immutochisnie, I'anticorps secondaire est
conjugué a une enzyme (par exemple la peroxydasaifdet) qui catalyse la transformation
d'un substrat chromogene en produit coloré. En imwfluorescence, les anticorps
secondaires sont marqués par un fluorophore. Ltagande I'immunofluorescence est qu’elle
permet d’effectuer des marquages multiples ensatili des fluorophores différents. En
revanche, elle a une sensibilité plus faible.

On peut aussi visualiser les protéines portantétiogette GFP ou se servir de la GFP
comme géne rapporteur. Le projet GENSAFefie Expression Nervous System Atlgsi a
pour but de cartographier I'expression des genas asystéme nerveux central de la souris,
utilise des lignées knock-in dans lesquelles 'E@ERN signal de polyadénylation juste en 5’

du codon ATG de chaque géne (Gong et al., 2003).

2.2.2.3. Marquage Xgal

On peut également utiliser des méthodes de déteetibymatiques si le gene d’intérét
ou le transgéne a une activité enzymatique con@igst le cas du géne rapporteur lacZ qui
code lap-galactosidase. Les tissus sont mis en présenceilfaiirat Xgal, qui est hydrolysé
par lap-galactosidase en un produit de couleur bleue.dre gapporteur étant placé sous le

contrble de la région régulatrice du gene d’intdeprésence de la coloration indique que le
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promoteur du gene d’'intérét est actif. En revaniGheonvénient majeur de cette technique
est qu’'elle détecte I'expression du gene rapporgturon du gene d’origine, alors que les
protéines correspondantes peuvent avoir un comperte différent (par exemple si la
protéine d’origine est membranaire, sa localisasiobcellulaire va étre différente de celle de
la B-galactosidase qui est soluble). Une séquence addidation nucléaire (NLS) peut étre
ajoutée a la séquence du géne rapporteur poureasgie dans le cerveauflegalactosidase
soit détectée au niveau de la région qui contescbrps cellulaires. Un autre probleme lié a
I'utilisation de lacZ comme gene rapporteur est up-galactosidase endogene produit un

signal intense dans certains tissus comme I'épided¢Turner et al., 2003).

2.3 Autres approches

2.3.1 Analyse bioinformatique

De nos jours une quantité tres importante de dandéageénomique, transcriptomique
et protéomique est accessible. De nombreux owilsiainformatique ont été développés pour
analyser ces informations et aider a la caract@isdonctionnelle des génes. Ces analyses
bioinformatiques peuvent étre effectuées a deuranix, analyses des seéquences en elles-
mémes, et analyse de réseaux de genes.

L’'analyse de la séquence nucléique et protéiguengtemparfois d’émettre une
hypothése sur la fonction de la protéine codéelpagene d’intérét. En effet, grace a la
séquence, on peut trouver des homologies avecréds&agenes ou protéines dont la fonction
est potentiellement connue, identifier des motits dbmaines conservés sur la protéine
étudiée et prédire sa structure.

Les recherches d’homologies consistent a compareéduence d’intérét a différentes
banques de séquences en utilisant un logicielgiiainent tel que BLAST (Altschul et al.,
1990). On peut effectuer un alignement entre espé&eeherche d’orthologues) ou au sein
d’'une méme espece (recherche de paralogues). inefppies banques de séquences utilisées
sont GenBank pour les acides nucléiques et UnfiRrot les protéines. GenBank est une base
de données de séquences nucléiques qui contientalleetion annotée de presque 200
million de séquences génomiques, d’ADNc et d’ESTurpplus de 350000 organismes
(Benson et al.,, 2011). GenBank est entretenue @Bl et fait partie, avec la DNA
DataBank du Japon et I'EMBLINucleotide Sequence Databasge I’ «International
Nucleotide Sequence Database CollaborastoriJniProt est une ressource exhaustive de

séquences de protéines de haute qualité annotérgelleaent ou automatiquement entre les
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especes (UniProt Consortium, 2011). UniProt estfrlgt d'une collaboration entre
I'« European Bioinformatics Institute (EBI), le «Swiss Institute of Bioinformatics(SIB) et
le «Protein Information Resource (PIR).

L’identification de motifs ou de domaines connus e protéine peuvent fournir des
informations sur sa fonction (domaines de liaisdamaine catalytique s’il s’agit d’'une
enzyme, etc.) ou sur sa localisation dans la eel{dbmaine transmembranaire, séquence
d’adressage vers la mitochondrie, signal de loatdis nucléaire (NLS) etc.). PROSITE est
une base de données contenant environ 1600 eriédedigs protéiques, domaines et sites
fonctionnels). La base de données Pfam répertate fdmilles de protéines (~12000),
chacune représentée par des alignements multileséduences (Finn et al.,, 2010). La
recherche de domaines protéiques est facilitée dear outils comme SMARTS{mple
Modular Architecture Research T@au plus de 500 domaines trouvés dans des pretéime
signalisation, des protéines extracellulaires et pi®téines associées a la chromatine sont
recensés (Schultz et al., 2000).

La prédiction de la structure secondaire, voiréidiee, de la protéine peut aussi étre
informative. Aujourd’hui il existe des programmaesrane Phyre qui permettent de prédire la
structure secondaire de fagon fiable (régions aleschélicesx ou des feuillet$}, régions
transmembranaires ou régions hydrophiles, qui estahances d’étre accessibles au solvant
et sont donc vraisemblablement situées a la surdacé protéine) (Kelley et Sternberg,
2009). La prédiction de structure tertiaire n'essgble que lorsqu’il existe une protéine
homologue dont la conformation est connue (Wass ,2010).

Un réseau de régulation génétique est un systencerdedle qui régule I'expression
d’'un grand nombre de genes dans un processus physadogique donné (Carter et al.,
2010). Des outils statistigues comme GeneNetwodséR et al., 2007), permettent d'analyser
ces réseaux en identifiant les génes dont I'exjpresarie de fagon similaire et spécifique

dans certains tissus, et dans certaines condifiomsées.

2.3.2. Recherche d’interactants
2.3.2.1. Double hybride

Il est souvent intéressant de connaitre les partand’interaction d’'une protéine pour
appréhender sa fonction, surtout (mais pas seulrseta fonction de ces partenaires est
connue (Jamsai et al.,, 2008). Le double hybride l'esie des techniques de biologie
moléculaire permettant d’analyser a grande échedlenteractions physiques entre protéines
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est le double hybride. Cette technique est sousmpioyee en raison de sa robustesse et de sa
souplesse d'utilisation. Elle a été développée3&® par S. Fields et O. Song. Il s’agit d’un
testin vivo dans un systeme cellulaire, principalement la fre@accharomyces cerevisiae
(Figure 17).

La méthode double-hybride présente plusieurs agastarout d'abord, elle permet
d’identifier aisément, a partir de colonies de leg, les protéines interagissant physiqguement
avec la protéine dont on cherche la fonction. Des,pla bonne conformation de la protéine
peut nécessiter des modifications post-traductibemeu des interactions avec des molécules
chaperons qui peuvent étre assurées par une cellokryote telle que la levure. Enfin, la
sélection des protéines par la méthode double-tigtast une méthodie vivo contrairement a
la sélection par criblage de ligands issus de lemieh combinatoirein vitro, souvent
incapables de reconnaitre leur partenaire dansntexte intracellulaire.

En revanche un inconvénient majeur de cette teakngsgt une grande production de
faux positifs (et faux négatifs). D'aprées les estiions, seulement ~30% des interactions sont
correctes (Deane et al., 2002). Il existe plusieaisons pour expliquer cette observation. Par
exemple la surexpression des protéines peut mems dnteractions non-spécifiques. En
outre, il peut arriver que les protéines ne subisg@s les mémes modifications post-
traductionnelles dans la levure et dans l'organistiogigine, en particulier s’il s’agit de
protéines transmembranaires. C’est pourquoi il réstessaire de valider les interactions

observées en double hybride par d’autres approches.
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Geéne rapporteur

- Geéne rapporteur

Figure 17 : Systéme du double hybride.

Les facteurs de transcription chez les eucaryotssquent dans la majorité des cas un
domaine de liaison a 'ADN et un domaine d’actigatide la transcription. La méthode
double hybride repose sur la propriété qu’ont eeselurs d’activer la transcription si ces deux
domaines sont physiquement rapprochés, sans é&essarement en interaction directe (par
exemple s’ils sont rapprochés par un intermédiaid)si pour rechercher les interactants
d’une protéine « X » deux vecteurs doivent étrestroiits. Le premier va contenir la séquence
codant la protéine « X » fusionnée a la séquendartde domaine de liaison a 'ADN « L »
du facteur de transcription GAL4. Le deuxiéme camtiune banque d’ADNc fusionnée a la
séquence codant le domaine d’activation de la ¢rgpt®n « A » de GAL4. Si la protéine
« X » interagit physiquement avec une protéine»<edée par la banque, le domaine de
liaison « L » et le domaine d'activation « A » voétre rapprochés, ce qui conduira a
I'activation de la transcription d'un gene de sét@t ou d’'un gene rapporteur placé sous
contrble d’'une séquence UABstream Activating Syst@rspécifique du domaine de liaison
de GAL4 (par exemple, un gene codant un acide apenéettant la croissance des levures
sur un milieu sélectif, ou le gem@acZ qui confére une coloration bleue aux levures véds
sur un milieu contenant de I'’X-gal). Apres idert#iion des colonies positives et séquencage
de 'ADNc qu’'elles expriment, on obtient une listie « candidats partenaires ». Chaque
partenaire doit ensuite étre validé par des tectmsigbiochimiques, afin de confirmer
l'interaction moléculaire.
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2.3.2.2. Autres techniques

D’autres techniques ont été développées pour ketdds interactions entre les
protéines. Une de ces techniques est la co-immeniation (colP) des protéines
endogenes. Cette technique, contrairement a celledalible hybride, est difficilement
réalisable a grande échelle, mais en revancheestlal’'une trées grande fiabilité. Dans la
pratique elle est souvent utilisée pour vérifier ileteractions potentielles obtenues en double
hybride. Mais elle peut aussi révéler de nouveliesractions. Elle nécessite I'utilisation d’'un
anticorps spécifique dirigé contre la protéine w@rét. Celui-ci permet d'immunoprécipiter la
protéine avec tous ses interactants liés dans mpleae. Ensuite il faut procéder a leur
identification par spectrométrie de masse.

Les puces a protéinegrbtein microarray$ ont été développées comme alternaiive
vitro au double hybride. Ce sont des systemes de lialeoligands en phase solide ou les
protéines sont immobilisées sur des surfaces codesdames de verre, des membranes, des
puits de microtitration, ou des billes. Elles petterat I'analyse de centaines d’interactions en
parallele en utilisant un minimum de matériel. @r&cleurs nombreux avantages comme la
rapidité, 'automatisation, une grande sensibiligonomie des réactifs et la grande quantité
d’'informations fournies en une seule expérienciéedechnique est devenue un outil central
de la protéomique (Letarte et al., 2005).

De nombreuses techniques existent pour analysentisctions entre les protéines.
Des centaines de milliers d'interactions définiedcg a ces méthodes ont été répertoriées
dans des bases de données spécialisées, commeDBi&bdse of Interacting Proteips
(Xenarios et al., 2000), BioGRIDB{ological General Repository for Interaction Datdg
(Stark et al., 2006) et STRING¢arch Tool for the Retrieval of Interacting GeResteing
(Snel et al., 2000).
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3. Récapitulation

Comme nous avons pu le voir dans les chapitre®gedts, I'étude fonctionnelle d’un
gene integre différents niveaux d’analyse : 'asalyde sa séquence, I'exploration de son
profil spatio-temporel d’expression, I'observatides effets de son inactivation ou de sa
surexpression, la recherche des partenaires deotaine qu’il code (Figure 18). Dans les
chapitres suivants, je vais présenter mes travauxasrecherche de la fonction de deux

marqueurs régionaux du cerveau : Agpat4 et Capucine

Profil d’expression
dansles tissus/cellules

Lignées de souris
transgéniques

istet cells

/ %\f J ‘éi)

MNeurons Hepatocytes

Pancreatic  Hematopoletic  Cardiomyocytes
cells

Activité enzymatique

Fonction

3

Interactions protéiques Analyses bicinformatiques

Figure 18 : Etude intégrée de la fonction d’'un gene
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lll. Etude fonctionnelle de la Capucine

La découverte de nouveaux biomarqueurs est souentiu développement d'une
nouvelle technologie. Les ARNm de la Capucine Gbkppelée StM20) ont été initialement
identifiés par la technologie SAGE au cours d’'uhelé comparative des transcriptomes du
cortex somatosensoriel, du striatum et du noyawrabens chez la souris. Cette étude a
montrée qu’ils étaient particulierement abondamtssde striatum (de Chaldée et al., 2003).
Une étude fonctionnelle de ce marqueur striatahracpnséquent été initiée. L'analyse de la
séquence protéique de Capucine a révelé deux desmdamansmembranaires putatifs a
l'extrémité C terminale. Des expériences de trattgfe transitoire dans deux lignées de
cellules de mammiferes (CHO et Hela) ont montrélgu@apucine fusionnée a I'EYFP ou au
tag Myc est localisée dans le cis-Golgi. Un paraéo(SynDIG1) de la Capucine a également
ete identifié, dont le réle dans le développemest gi/napses excitatrices a récepteurs AMPA
a été recemment montré (Kalashnikova et al., 2Q1®)rofil d’expression de la Capucine a
été analysé chez des souris sauvages par RT-PQRitgtiee et hybridationn situ. Les
données de RT-PCR confirment que I'expression dealaucine est fortement enrichie dans
le striatum. L’hybridationin situ a révélé que le gene de la Capucine est exprini@usulans
la partie dorsolatérale du striatum (de Chaldéal.et2006). L’'enrichissement striatal des
ARNm de la Capucine a également été montré chembhe par RT-PCR (Brochier et al.,
2008). Le striatum étant la structure qui est ppalement touchée au cours de la maladie de
Huntington, I'expression du géne de la Capucine t&4 éxplorée dans ce contexte
physiopathologique. L’abondance des ARNm de la Ciayguest significativement plus faible
dans plusieurs modéles murins de cette maladiectjge les témoins (de Chaldée et al.,
2006 ; Desplats et al., 2006). Ces résultats iratitjgue la Capucine pourrait jouer un réle

dans la pathogénése de la maladie de Huntington.

1. Le striatum
1.1. Structure

Le striatum est un noyau gris central volumineute£les primates, il est composé de
deux structures : le noyau caudé et le putamergrégp'un de l'autre par les fibres de la
capsule interne. Ce passage de fibres lui confameaspect strié, d’'ou son nom de striatum.

Le noyau caudé et le putamen ont une origine enidgigne commune et, au niveau
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antérieur, ils ne sont que partiellement séparésapzapsule interne dorsalement et sont unis
par le noyau accumbens au niveau ventral. Le stnia¢st fonctionnellement divisé en
striatum dorsal et ventral. Le striatum dorsalceststitué par la plus grande partie du noyau
caudé et du putamen et alors que le striatum Jesgtan plus formé par le noyau accumbens
et les tubercules olfactifs (Heimer et al., 1987).

Histologiquement, le striatum est constitué de dgwupes principaux de neurones :
les neurones épineux de taille moyenne et les nearaon épineux, de taille moyenne ou
grande. Les neurones épineux de taille moyenné&septent 90-95% des neurones striataux
(Handley et al., 2006). Leur corps cellulaire faitviron 20-25um de diamétre et leurs
dendrites sont ramifiés et densément chargés dggivilson et Groves, 1980). Il s’agit de
neurones de projection qui synthétisent le GABAd@agamma-aminobutyrique), principal
neurotransmetteur inhibiteur du systéme nerveuxralenlls sont la cible majeure des
afférences extrinséques recues par le striatum. dmsées corticales et thalamiques,
excitatrices (glutamatergiques), forment un congeiaptique principalement avec les tétes
des épines (Bouyer et al.,, 1984). Les fibres dopargiques des groupes de cellules du
mésencéphale sont une autre entrée extrinseges. fBliment un contact synaptique surtout
avec le cou des épines dendritiques et sur les @edritiques interépinaux (Bouyer et al.,
1984). Les autres afférences que recoivent lesonear épineux de taille moyenne
proviennent principalement des interneurones datsin (Wilson et Groves, 1980).

Les neurones épineux de taille moyenne exprimeatpimosphoprotéine essentielle a
leur fonction : DARPP-32Qopamine- and cAMP-Regulated PhosphoProtein, 32kMDa
s’agit d’'une protéine clef de la voie de signalmatdopaminergique, qui module le flux
d’'informations a travers le striatum (Ouimet et 4984 ; Walaas et Greengard, 1984). Ce
contrble de I'état d’excitabilité des neurones épinde taille moyenne se faia deux sous-
types de récepteurs couplés aux protéines G :éespteurs dopaminergiques D1 et D2
(Figure 19) (Nishi et al.,, 1997). Selon leurs ciblerivilégiées et leurs caractéristiques
neurochimiques, les neurones épineux de taille muy@euvent étre divisés en deux types :
les neurones synthétisant I'enképhaline, exprimét sous-type D2 des récepteurs
dopaminergiques et le récepteur A2A de l'adénosine,projettent sur le globus pallidus
externe, et ceux synthétisant la substance Pdgtlarphine et exprimant le sous-type D1 des
récepteurs dopaminergiques, qui cible le globukdpal interne et la substance noire réticulée
(Wang et al., 2006).
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Figure 19 : Schéma de la régulation de la phosphdation de DARPP-32 par la
dopamine.

L'activation des récepteurs D1 (couplés a la pmetéGs — stimulatrice) augmente la
concentration d’AMPc, conduisant a l'activationlaé®KA (CAMP-dependent protein kingse
et a la phosphorylation de DARPP-32. Sous sa fopimasphorylée, DARPP-32 est un
inhibiteur puissant de la protéine phosphatasedktivation des récepteurs D2 (couplés a la
protéine Gi — inhibitrice) diminue la phosphorytatide DARPP-32 par deux mécanismes :
l'un entraine une diminution de la concentratiohMPc qui conduit a une diminution de
lactivité de la PKA, l'autre provoque une augmeataintracellulaire de Ca qui active la
calcineurine.
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Les neurones non épineux, de taille moyenne oudgrareprésentent moins de 10% des
neurones striataux. Ce sont des interneurones quenf un role fondamental dans
l'organisation du striatum (Jain et al., 2001). ltesirones non-épineux de grande taille
utilisent l'acétylcholine comme neurotransmett®lusieurs types de neurones non-épineux
de taille moyenne ont été décrits selon les neamstnetteurs utilisés. Ils comprennent ceux
qui contiennent la somatostatine et le neuropepfigé ceux qui contiennent la parvalbumine
et la calrétinine (Cauli et al., 2000).

A l'échelle microstructurale, le striatum est orig@nen deux compartiments : les
striosomes et la matrice. La matrice représente 8kPovolume striatal tandis que les
striosomes en occupent 15% (Graybiel et Ragsdalg8)1 Les striosomes sont caractérisés
par I'expression de récepteurs p aux opiacés, sellstance P et de la dynorphine (Jain et al.,
2001). lls sont entourés par la matrice riche enbimdine, somatostatine, et en
acétylcholinestérase (Graybiel et Ragsdale, 19Z8{te organisation microstructurale a une
importance fonctionnelle au niveau des ganglionsladdase puisque l'organisation des
connexions striatales suit aussi ce schéma striesionatrice (Gerfen, 1992). Les afférences
recues par la matrice proviennent principalement thalamus ainsi que des régions
associatives et sensori-motrices du cortex (préites, temporales et pariétales) (Donoghue
et Herkenham, 1986). Les striosomes sont essemtiefit innervés par des fibres afférentes
du cortex orbitaire et des régions limbiques (ciagas et amygdaliennes) (Donoghue et
Herkenham, 1986). Les efférences de la matriceefienjt principalement sur le pallidum et la
substance noire réticulée, et les efférences desa@nes projettent essentiellement sur la

substance noire compacte (Graybiel et Ragsdal®)197

1.2. Fonction

Le striatum est principalement impliqué dans laroié volontaire mais également
dans la motricité automatique.jdlue un role crucial dans le comportement psychearpen
étroite collaboration avec le cortex cérébral. &ila dans les fonctions motrices a été déduit
des lésions neuropathologiques observées dansaleslies neurodégénératives qui affectent
le contrdle des mouvements, comme la maladie deirfBan et la maladie de Huntington.
N'ayant aucun acces direct aux motoneurones spim@snganglions de la base (ou noyaux
gris centraux) influencent le comportement moteuragissant sur le cortex moteur via le

thalamus (motricité volontaire) et sur le troncét®al (motricité automatique) (Parent, 1990).
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Le striatum est connu pour son role dans la pleatibn et la modulation des
mouvements, mais est également impliqué dans deggsus cognitifs variés impliquant les
fonctions exécutives. Chez 'homme le striatum agtivé par des stimuli associés a une
récompense, mais aussi par le caractere aversibueeaux stimuli, inattendus ou intenses, et

par les indices associés a ces événements.

1.2.1. Fonction du striatum au sein des ganglionsda base

Les ganglions de la base forment plusieurs ciraataplexes auxquels participent les
neurones épineux de taille moyenne. Le role datstr est prépondérant au sein de ces
circuits, ou il constitue une sorte de "porte dégit Il est en effet la cible majeure des
afférences corticales aux ganglions de la baseprimcipe général du circuit principal
(cortico-striato-thalamo-cortical) est le suivahiensemble du cortex projette sur le striatum
(Divac et al., 1977), l'information est ensuite esfinée a travers les noyaux gris centraux
(striatum, globus pallidus, substance noire) juaguhalamus, dont les neurones prémoteurs
projettent sur le cortex moteur qui assure I'exé@cutu mouvement (Figure 20). Deux voies,
directes et indirectes, permettent de traiter dimfation entre le striatum et les autres
ganglions de la base. Dans la voie directe, dontsaltante est excitatrice sur le cortex
moteur, le striatum projette directement sur lensagt interne du globus pallidus et la
substance noirgars reticulata Les neurones striataux de la voie directe exprina
substance P et le récepteur dopaminergique D1.di& wmdirecte, dont la résultante est
inhibitrice sur le cortex moteur, fait relais ddessegment externe du globus palliquss
dans le noyau sous-thalamique. Les neurones sixiatle la voie indirecte expriment
'enképhaline et le récepteur dopaminergique D2rdgulation du circuit est assurée par deux
voies ;. d'une part les projections dopaminergiqdesla substance noirnpars compacta
modulent I'activité striatale en inhibant la vanglirecte par I'intermédiaire des récepteurs D2
et en facilitant la voie directe par I'intermédeides récepteurs D1 ; d’autre part le striatum

recoit des afférences glutamatergiques (excitayida thalamus (van der Kooy, 1979).
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Figure 20 : Schéma du circuit cortico-striato-thalamo-cortical.

1.2.2. Les différents circuits striataux des gangins de la base

Le striatum recoit des afférences de I'ensembleodiex cérébral. Ainsi, sur la base de
ces afférences, le striatum peut étre divisé eiidiges associatif, sensorimoteur et limbique.
Les circuits sensorimoteurs sont les mieux connlas « boucle motrice », décrite dans la
partie précédente, joue un role dans la progranomadt le contréle du mouvement et la
« boucle oculo-motrice » contrble les mouvementsilaoes volontaires. Les circuits
associatif et limbique pourraient étre impliquésgiéa gestion des processus motivationnels
et émotionnels associés a l'acte moteur (Paremiaetati, 1995) et dans des fonctions
cognitives complexes (Alexander et al., 1986).

Le fonctionnement de ces circuits peut étre expgliguar deux concepts: (1) la
convergence et l'intégration de l'information (KeetfPowell, 1970; Morris et al., 2003), qui
comprend le fait que quasiment I'ensemble du copmjette sur le striatum. Selon ce
concept, les informations issues de domaines fomo#ls distincts sont progressivement
intégrées par les ganglions de la base (Kemp eeRd®70), (2) la ségrégation de différents

types d'information dans des circuits paralléléadépendants (Alexander et al., 1986).
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2. La maladie de Huntington

Elle a été décrite pour la premiéere fois en 187#2George Huntington. Il s’agit d’'une
maladie héréditaire (autosomique dominante) fajaiese manifeste autour de 30-40 ans et
évolue sur une période de 15 a 20 ans aprées l'tppatdes premiers symptdémes. C’est une
maladie dite a anticipation : elle est de plus déuns porécoce et/ou sévere au fil des
générations. Sa prévalence varie selon les popnfatiElle est estimée entre 4 et 7 pour
100 000 en Europe de I'ouest (Hoppitt et al., 20La)maladie de Huntington est causée par
une mutation localisée dans le géne codant la ipeotéluntingtine. Les mécanismes
physiopathologiques induits par la protéine mutéetragnent une dégénérescence
préférentielle des neurones épineux de taille mogeatu striatum. L’atrophie progressive du
striatum affecte les capacités physiques et ments#e patients. Cette maladie fait partie des
hyperkinésies de type choréique (ensemble de maamsmanormaux involontaires
irréguliers, souvent de grande amplitude). Lesepédi présentent également des troubles
séveres du comportement et de I'humeur ainsi geeddécits cognitifs évoluant vers la
démence jusqu’a une perte totale d’autonomie.

A I'heure actuelle, de nombreux aspects de la rimtadtent incompris, en particulier
les mécanismes par lesquels la mutation génétiquneluit & la mort neuronale et la
vulnérabilité spécifique des neurones épineux tle oyenne du striatum. Cette pathologie
reste inguérissable pour le moment et les traitésnedisponibles ne sont que
symptomatologiques.

2.1. Symptomes

La symptomatologie varie selon les individus. listx des cas ou les troubles moteurs
sont peu développés, et d'autres chez lesquelstréesles cognitifs et psychiatriques
apparaissent des années avant que la maladie nhdiagnostiquée. A linverse, certains
patients ont de graves problémes de motricité,satpre leurs capacités cognitives sont
relativement bien conservées. La diversité et ldabdité interindividuelle des symptémes
rendent difficile le diagnostique et I'estimation diébut de la maladie. Généralement on
considére comme début de la maladie l'apparition mlemiers troubles moteurs, qui se
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manifestent classiquement par des mouvements intastes de la face, des doigts, des pieds
et du thorax (Folstein et al., 1986).

Les symptdmes de la maladie de Huntington peuveatcfassés en trois catégories :
moteurs (chorée, dystonie, bradykinésie, troubkedadmarche et de I'équilibre), cognitifs
(troubles de la planification, de I'attention efuibles mnésiques), et psychiatriques (anxiété,
dépression, irritabilité, agressivité, désinhibijio

Les troubles moteurs se caractérisent par une kipggsie involontaire (chorée) qui
peut ressembler au début a des « tics de nervodie§ doigts et du visage. Au fur et a mesure
de I'évolution de la maladie, de plus en plus desal®s sont engagés et ces mouvements
deviennent amples, désordonnés, perturbant la citétrivolontaire. Aux mouvements
choréiques s’ajoutent des troubles globaux de l#&ricité notamment des troubles de la
coordination et de l'alternance des mouvementsdeapdes extrémités, des troubles de
I'équilibre et de la marche correspondant a un ynd cérébelleux, parfois des troubles du
tonus musculaire de type hypertonie plastique, tlesbles de la respiration et de la
déglutition. Les fonctions autonomes ne sont pasgsrvées et I'on constate fréquemment des
troubles du sommeil et un contréle défectueux ghsnsters (Bruyn et Went, 1986). Des
troubles oculomoteurs, notamment des saccadesiesjlgont souvent observés dans les
stades précoces (Berardelli et al., 1999). De gmrtature précoce, ce symptdome constitue un
bon indicateur du début et de I'évolution de laada (Hicks et al., 2008). L'incidence des
troubles moteurs est évaluée par la section matieckéchelle UHDRSWnified Huntington
Disease Rating Scglequi comporte trente et un critéres tels que largate oculaire, la
rigidité des bras, la démarche, la chorée de la. fda score compris ente 0 et 4 est attribué a
chacun de ces critéres. A un stade plus avanca dwladie, la chorée laisse souvent place
progressivement a d’autres troubles moteurs tebs lgubradykinésie, la dystonie ou la
rigidité.

En outre, les patients présentent systématiquendest troubles cognitifs ou
neuropsychologiques (Caine et Fisher, 1985). Orervbsglobalement un ralentissement
psychomoteur (Panegyres, 2004) et des pertes deinegrdes troubles de I'organisation et
de la planification qui seraient liés a une incé@acroissante a coordonner et a initier des
actions complexes (Caine et Fisher, 1985). La ménu®s patients atteints de la maladie de
Huntington est touchée de maniére égale sur tdesgseriodes du passé (Brandt, 1991). Une
spécificité de la maladie de Huntington, compagatient a d’autres démences amnésiques
(comme la maladie d’Alzheimer), est la capacitdilider des indices mnémotechniques pour

faciliter la mémorisation (Brandt, 1991). Les t&inécessitant un niveau d’attention éleve, le
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passage d'une tache a une autre, ou d'une regie autre, sont des exercices moins bien
réussis par les patients que par les sujets ténfidioks et al., 2008). A un stade précoce de la
maladie, les patients sont peu précis dans les tpst mettent en oceuvre la planification
spatiale ; par contre la prise de décision redeeia (Watkins et al., 2000). Les patients ont
également un déficit visuo-spatial dans les tadgimgdiquant une composante motrice mais
aussi dans les taches n’impliguant que des perfozesaperceptives (llosaic Comparison
Testqui consiste a détecter de petites différence® elgux patterns visuels) (Brandt, 1991).
Les pertes cognitives s'accumulent inévitablemeasdqy'a une profonde démence aux stades
tardifs de la maladie.

Des troubles psychiatriques sont également préséeisles personnes atteintes de la
maladie de Huntington. On observe une détérioratiatellectuelle accompagnée de
dépression, rarement de schizophrénie. Les persodegiennent anxieuses, irritables,
obstinées, apathiques, introverties, inattentipedsentent un émoussement affectif, ont un
sentiment d'infériorité et d’échec (Bruyn et Weh886; Caine et Fisher, 1985). Toutefois,
certains symptdmes de la dépression peuvent éxigs a l'incertitude d'étre porteur du
gene, ou a l'attente des premiers symptomes. Li@spn ne peut donc pas étre vue comme
un indicateur significatif de la maladie (ShiwadhNerbury, 1994). Cet état dépressif peut
conduire au suicide qui est 5 a 10 fois plus frétjebez les malades que dans la population
générale (Di Maio et al., 1993 ; Robins Wahlinlgt2000).

2.2. Neuropathologie

D’un point de vue neuropathologique, la maladieHimtington est caractérisée par
une dégénérescence neuronale. La région la plusresgent touchée est le striatum.
L'atrophie du striatum résulte de la dégénéresceélaxtive des neurones épineux de taille
moyenne. Cette dégénérescence entraine une ditatis ventricules, dont le volume peut
atteindre 2 a 10 fois la normale (de la Monte et #)88). Elle s’Taccompagne d'une gliose
astrocytaire (Vonsattel et al., 1985). En plus denéurodégénérescence du striatum, on
observe une atteinte d’autres régions cérébralegnmment la totalité de la substance
blanche, le cortex cérébral, I'amygdale, I'hippasante tronc cérébral et le cervelet (Rosas et
al., 2003). Cette atrophie corticale et sous calgi@ntraine une perte de 25 a 30 % du poids

cérébral dans les cas les plus avancés (Margdisst, 2001).
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Les mouvements hyperkinétiques observés dans ladmeatle Huntington sont la
conséquence d'une désinhibition des neurones thataticaux qui excitent les neurones du
cortex moteur, ce qui engendre une activité motexeessive et incohérente (Albin et al.,
1989; Delong, 1990 ; Parent, 2006). Cette désinbibirésulte de la dégénérescence des
neurones striataux a l'origine de la voie indire@es neurones sont en effet affectés plus tot
et plus séverement que ceux de la voie directeirfAdbal., 1989). Ceci pourrait expliquer le
fait que les patients atteints de la chorée de iHgiun sont d'abord hyperkinétiques
(choréigues) et deviennent progressivement akineésigt rigides dans les stades plus avances
(Mahant et al., 2003).

Le dysfonctionnement des circuits striataux esbidgine des troubles moteurs mais
aussi des troubles cognitifs dont souffrent lesqenes atteintes de la maladie de Huntington.
Les troubles cognitifs, qui touchent en particules fonctions exécutives (Snowden et al.,
2003), seraient en effet lies au dysfonctionnemeées$ circuits associatif et limbique
(Alexander et al., 1986). Autant les mécanismes sjglhggiques rendant compte de
I'hyperkinésie typique de la maladie de Huntingtont assez compatibles avec le modeéle de
fonctionnement des ganglions de la base présemséhplut, autant les processus sous-tendant
les déficits cognitifs s'expliquent difficilemenampla seule désinhibition thalamo-corticale

consécutive a la perte des neurones de projectitriitum.

2.3. Génétique

La maladie de Huntington présente un mode d’hérédi¢ type autosomique
dominant. Le locus morbide a d'abord été cartogéaghr I'extrémité du bras court du
chromosome 4 en 1983 (Gusella et al., 1983). Le ggrla mutation responsable de cette
maladie n'ont été identifiés qu’en 1993 par clonagsitionnel (The Huntington's Disease
Collaborative Research Group, 1993). La mutatiamsiste en une répétition de 36 a plus de
120 fois du trinucléotide CAG dans I'exon 1 du géRE5 (renommé Huntingtine) situé en
4p16.3. Cette répétition se traduit au niveau dertaéine par une région polyglutamine
anormalement longue dans la partie N-terminaleadduntingtine (Htt). Dans la population
saine, le nombre de répétitions CAG est inférie® &Sadri-Vakili et Cha, 2006). La maladie
a une pénétrance complete chez les individus ayamombre de répétitions supérieur a 37.

Les alléles de 27 a 35 répétitions sont considéodsme normaux, mais ont une grande
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mutabilité alors que les répétitions de 36 a 3futiéotides donnent lieu a une pénétrance
réduite (The American College of Medical Genetica&ican Society of Human Genetics
Huntington Disease Genetic Testing Working Grolg98). L’homozygotie pour la mutation
ne modifie pas I'age de début de la maladie (Wegteal., 1987), mais peut accélérer sa
progression (Squitieri et al., 2003).

Dans les familles d’'atteints, le nombre de rép#igi augmente d'une génération a
l'autre, surtout lors d'une transmission paterndPotter et al.,, 2004). Ce phénomeéne
d’expansion est le support moléculaire de I'antitign clinique. Il s’agit du premier exemple
décrit de mutation dynamique. Depuis, plus de camtgl maladies a expansion de triplets ont
été décrites, la plupart neurodégénératives ouopsychiatriques. Cependant il s’agit
d’expansions de différents types de triplets quiveat se rencontrer dans différentes parties
des génes (codante, 5’UTR, 3'UTR, introns) et qréspntent des seuils pathologiques
différents (Timchenko et Caskey, 1996).

2.4. Physiopathologie

La Huntingtine est une protéine ubiquitaire de 3dDa, qui ne posséde pas
d’homologie avec d’autres protéines connues. Edleexprimée dans tous les tissus. Son
niveau d’expression est le plus élevé dans le eenet les testicules (Borrell-Pages et al.,
2006). Dans le cerveau, elle est exprimée pardesomes ainsi que les cellules gliales (Shin
et al., 2005). L’invalidation du géne de la Hunting par knock-out est létale chez la souris
(Zeitlin et al., 1995). Méme si plusieurs hypothesat été avancées, son role physiologique
n’'est pas encore connu. Néanmoins, les nombreuauxaréalisés au cours de ces derniéres
années ont permis d’élucider certaines fonctionkdduntingtine normale et mutée, dans le
développement et dans la physiologie neuronalec@uocet al., 2010), notamment dans la
régulation de la transcription (Benn et al., 20@8)xlynamique de la membrane (Kegel et al.,
2009), l'efficacité des mitochondries (Aoyama e} a006), I'exocytose, l'autophagie et le
recyclage endosomal (Kegel et al., 2000). Il es$ probable qu’il s’agisse d’'une protéine
multifonctionnelle (Harjes et Wanker, 2003). Aitesimutation du géne codant la Huntingtine
entraine diverses anomalies physiologiques, enicpbetr un dysfonctionnement
mitochondrial, notamment un déficit au niveau desnglexes | et Il/lll de la chaine
respiratoire (Browne et al., 1997) ; des anomaliedransport des neurotransmetteurs et du

BDNF (Brain-Derived Neurotrophic Factdy facteur normalement sécrété dans le striatum
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par les neurones corticaux et qui sert de suppmphique aux neurones striataux (Massouh,
2007) ; une activation anormale de la voie JNK (podun N-terminal Kinase) (Liu, 1998).
Cette voie est impliquée dans les processus apqyést et son activation est spécifiqgue au
striatum (Garcia et al., 2002). La dopamine lib&lées le striatum pourrait aussi jouer un
réle dans la vulnérabilité spécifique des neuratesette structure (Charvin et al., 2005).
Certaines de ces anomalies donnent donc des indigeses raisons pour lesquelles le
striatum est spécifiquement atteint.

La Huntingtine mutée est caractérisée par un danadime en glutamines au niveau
de son extrémité N-terminale. Les mécanismes pgukds ce domaine polyglutamine rend la
protéine toxique et cause la dégénérescence pméédle des neurones majoritaires du
striatum n’est toujours pas claire (Charvin, 20@5). outre les symptdmes de la maladie de
Huntington ne doivent pas étre uniqguement conssddéodnme la conséquence d'une perte
neuronale, mais également comme la conséquence dysionctionnement cellulaire qui
reste longtemps asymptomatique (Sugars et RubinszZ2©03). Rangone et al. (2004)
proposent que le réle de la protéine mutée dampd@tion de la maladie se situe a deux
niveaux. D’une part, la protéine mutée serait togign elle-méme et d’autre part, la mutation
entrainerait une perte de fonction.

Des observations réalisées sur des cerveaux denggtiost-mortemont mis en
évidence la présence d’agrégats cytoplasmiquednetusions nucléaires dans les neurones
atteints. Ces agrégats/inclusions sont essentietiegonstitués de fragments N-terminaux de
la Huntingtine mutée contenant I'expansion anorndgepolyglutamine (Rangone et al.,
2004). On retrouve aussi des agrégats/inclusions e cellules gliales (Shin et al., 2005).
Selon plusieurs auteurs, ces agrégats/inclusiomgiesé toxiques en tant que tels et
conduiraient a la mort de la cellule (Charvin, 208%effan et al., 2000). Pour d'autres, |l
pourrait s'agir d'une stratégie neuroprotectrit® forme soluble de la Huntingtine mutée
serait toxique et son agrégation protégerait lesarees (Borrell-Pages et al., 2006; Saudou et
al.,, 1998). Cependant il existe une troisieme hyped d'aprés laquelle les
agrégats/inclusions ne joueraient pas de roleofigtie ni protecteur) dans la dégénérescence

des neurones (Klement et al., 1998).

2.5. Traitement de la maladie

A ce jour, il n’existe aucun traitement curatif permettant d’arréter I'’évolution de la

maladie de Huntington. Cependant trois voies theragues complémentaires sont
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actuellement envisagées. La premiere est le traitephysiopathologiqgue médicamenteux de
la neurodégénérescence. La deuxieme est la thégépigue neuroprotectrice. La derniére
voie est la thérapie cellulaire substitutive gqueevia remplacer les neurones détruits par des
neurones sains. Les traitements symptomatiquespsanhombreux et peu efficaces ; aucun
traitement connu ne retarde le déclenchement dadidie ni ne ralentit son évolution
(Hersch et Rosas, 2008). Les mouvements hyperguedisont atténués par des antagonistes
des récepteurs dopaminergiques, et les troubleshigdgiques par des neuroleptiques, des
anxiolytiques et des antidépresseurs. Cependast,tradements pharmacologiques n'ont
aucune influence sur les symptdmes cognitifs nlasprogression de la maladie.

Une des principales approches de la thérapie géragtila répression de I'expression
géniqgue par I'ARNI. Le « silencing » spécifiquelddéle muté de la Huntingtine par ciblage
de SNP associés (van Bilsen et al., 2008 ; Lombetrdil., 2009 ; Pfister et al., 2009) et la
réduction partielle de I'expression a la fois déllantingtine sauvage et mutante (Boudreau et
al., 2009 ; Drouet et al., 2009) représentent dmpproches thérapeutiques potentielles. Des
expeériences desilencing allele-spécifigue conduisant & une diminution céle de
I'expression de la Huntingtine mutée de 50 a 80%démontré un bénéfice significatif sur la
neuropathologie et le comportement moteur dansndedeles rongeurs (Boudreau et al.,
2009 ; Drouet et al., 2009 ; Harper et al., 206%0driguez-Lebron et al., 2005 ; Machida et
al., 2006 ; DiFiglia et al., 2007). Le ciblage @eHuntingtine sauvage et mutante (par des
shRNA et des siRNA) a été évalue vivo. La suppression de I'ARNm de la Huntingtine
sauvage dans le striatum de souris adulte esé®f@ndant au moins 4 mois dans 70% de cas
(McBride et al., 2008). La réduction partielle dexpression de la Huntingtine mutée dans
des modeles rongeurs diminue la neuropathologi€liare le comportement moteur et la
survie (Boudreau et al., 2009 ; Drouet et al., 20B@rper et al., 2005 ; Rodriguez-Lebron et
al., 2005 ; Machida et al., 2006 ; DiFiglia et 2007).

La thérapie cellulaire peut étre considérée comme innovation clinique majeure.
Elle consiste a injecter de cellules vivantes fgrek tissu striatal faetal) ou a administrer des
facteurs neurotrophiques dans le but de ralenprdgression de la maladie en remplacant les
neurones deétruits. La démonstration d’'un effet fiomoel de greffes intracérébrales de tissu
neural a été apportée pour la premiere fois en J@#f9deux équipes dans le cadre de la
maladie de Parkinson (Bjorklund et Stenevi, 19P@rlow et al., 1979). Cependant, bien que
les greffons semblent se développer normalementpriemiers essais cliniques ne montrent
pas d'amélioration cognitive ou motrice satisfaisgBachoud-Lévi et al., 2006 ; Kim et al.,
2008).
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2.6. Modéles de la maladie de Huntington

Il existe difféerents modeles de la maladie de Hhgtton. Parmi les plus couramment
utilisés on peut citer des modeles pharmacologifp@&sexemple I'administration d’acide 3-
nitropropionique chez les rongeurs, et les primai@s humains ; il s’agit d’'un inhibiteur
irréversible de la succinate déhydrogénase (corapléxmitochondrial) entrainant une
vulnérabilité des neurones striataux (Palfi et2096)) et des modeles génétiques. Dans cette

partie on évoquera uniquement les modéles génétique

2.6.1. Souris transgéniques

L'invalidation du géne de la Huntingtine par knamkt étant Iétale chez la souris
(Zeitlin et al., 1995), il a été suggéré que laation a I'origine de la maladie de Huntington
entraine un gain de fonction plutét qu’'une pertes [rs, I'introduction d’'une copie du gene
codant la Huntingtinehumaine muté dans le génome murin devrait étreisante pour
produire un phénotype. Les lignées de souris teamgges R6 ont été créées en 1996
(Mangiarini et al., 1996). Ces souris ont intéga@slleur génome les séquences du promoteur
et de I'exon 1 de la Huntingtine humaine portard tgpétition d'environ 115 a 150 triplets
CAG. Les souris de la lignée R6/2 sont les plugliées et les mieux caractérisées. Elles
présentent un phénotype neurologique progressifagparait vers I'age de trois semaines
avec de nombreuses caractéristiques de la maladieHantington, notamment des
mouvements choréiques, des mouvements involontstiéegotypés, des tremblements et des
crises d'épilepsie, ainsi que des troubles nonumeteels qu'un déficit d’apprentissage qui
augmente avec I'age, ainsi qu'une baisse progresiivpoids (Mangiarini et al., 1996). Les
animaux meurent prématurément (a I'age d’envirors@®aines), mais ne montrent pas de
dégénérescence neuronale massive (Mangiarini, t986). Des inclusions intranucléaires et
des agrégats cytoplasmiques ont également étéveksseron seulement dans les neurones
mais aussi dans d’autres organes tels que les @susquelettiques, le cceur et le foie. lls
peuvent servir de marqueur précoce de la maladidear formation précéde I'apparition des
déficits comportementaux dans les lignées R6 (Bagial., 1997).

Des lignées transgéniques contenant '’ADNc completgene de la Huntingtine
humaine mutée ont été développées (par exempleyRedal., 1998). Dans cette étude, les

souris avec 48 ou 89 repétitions du triplet CAG iiemtent un dysfonctionnement
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comportemental et moteur progressif avec une peieonale et une gliose dans le striatum,
le cortex cérébral, le thalamus et I'hippocampe.

Des lignées de souris knock-in ont également &dyites en insérant des répétitions
du codon CAG dans le gene murin sauvage. Ces sawismontrent des deéficits
comportementaux que trés tardivement (Menalled.e2@02 ; Wheeler et al., 2002) et des
signes de mort neuronale n'ont été observés que klare de ces lignées (Wheeler et al.,
2002). Des inclusions intranucléaires ont égalen@&at observées. Ces souris sont plus
rarement utilisées que les souris R6/2 notammewepgue leur phénotype est moins sévere
et apparait tardivement. Cependant ce développepregtessif du phénotype en fait peut

étre un meilleur modéle de la maladie de Huntington

2.6.2. Les modeles lentiviraux

Une stratégie basée sur 'administration intrastléade vecteurs lentiviraux codant un
fragment N-terminal de la Huntingtine humaine mwésé utilisée pour modéliser la maladie
de Huntington chez le rat (de Almeida et al., 208R2)a souris (Faideau et al., 2010). Une
pathologie progressive avec mort cellulaire a ééeovée au cours des six mois apres
linfection. La pathologie apparait d’autant pludt et est d’autant plus sévere que les
fragments de Huntingtine sont plus courts, quesiggmnsions CAG sont plus longues et que
les niveaux d'expression sont plus élevés. Cecirrgibuexpliquer le fait que la
dégénérescence des neurones soit observée beaulosuidt dans les modeles viraux que
chez les souris transgéniques. En effet le nivéaxpdession de la Huntingtine mutée est plus
élevé dans les modéles lentiviraux (Saudou et 1898). La progression des signes
pathologigues a été examinée dans ce modele (EZalka, 005). Un mois aprés l'infection
des agrégats neuritiques apparaissent puis dessimes intranucléaires et des anomalies
morphologiques des neurites. Deux mois apres diitie une réelle perte neuronale a éte
confirmée dans le striatum (Zala et al., 2005).dé#s inconvénients de ce modele est qu'il

s’agit d’'un effet aigu et limité dans I'espace.
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3. Article N° 1

Une lignée de souris knock-out pour le géne de é@uCine a été construite au
laboratoire peu avant mon arrivée en these. Legssda cette lignée sont apparemment en
bonne santé, fertiles, ne présentent pas de niértatcoce ni d'anomalie comportementale
evidente. Au cours de ma these, j'ai participé iilse en place d’'une stratégie de génotypage
de ces souris par PCR multiplex. J'ai égalemerntyaéde profil spatio-temporel d’expression
de la Capucine grace au gene rapporteur codghg#actosidase chez les souris knock-out.
J'ai aussi examiné si I'absence de la Capucine E@gegouris knock-out était compensée par
la surexpression de son paralogue SynDIG1. J'anemtié une production d’anticorps par la
méthode dephage displayCette derniére partie ne figure pas dans la patiddn et va étre
évoquée dans un chapitre indépendant.

Capucine est un marqueur spécifique du striatunspetexpression est hyporégulée
dans des modeles de la maladie de Huntington.dP&equent, nous avons examiné son role
potentiel dans le développement de cette maladieoats d’'une collaboration. Nous avons
analysé l'effet de perturbations de I'expression laleCapucine chez la souris sur la
neurotoxicité induite par l'injection dans le dwia d'un vecteur lentiviral codant un court
fragment N-terminal de la Huntingtine mutée. L'eagsion de la Capucine a été perturbée par
différentes approches : déficit constitutif dandigmée knock-out que nous avons genérée ;
ré-expression chez les souris knock-out par irgedtitrastriatale d’un lentivirus exprimant la

Capucine ; surexpression chez des souris sauvagés méme approche lentivirale.
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Abstract

Genes selectively expressed in the striatum maynbelved in the preferential
vulnerability of striatal neurons to Huntington’'selase (HD). We have previously shown that
the expression of the Capucin (or Tmem90a) genéchwincodes a protein of unknown
function, is enriched in the striatum and downratgd in HD models. Here, we investigated
whether perturbations of Capucin expression coubdify the neurotoxicity induced by the
injection of a lentiviral vector encoding a shorté&tminal fragment of mHtt into the mouse
striatum. To this end, we engineered a Capucin kmatcmouse line. Constitutive Capucin
deficiency in knockout mice did not induce majoatmmical abnormalities in the striatum
and did not significantly modify the toxicity of éhmHtt fragment. Consistent with this,
lentiviral vector-mediated expression of Capucirthe striatum of adult Capucin knockout or
wild-type mice had no marked effects on striatdhectability to the mHtt fragment. These
results suggest that, despite its reduced streadpiession in HD, Capucin does not play a

prominent role in mHtt toxicity.

Keywords:Huntington's disease; Capucin; NeurodegeneratiasaBganglia; Striatal marker;

Lentiviral vectors; Knockout mice
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1. Introduction

Huntington's disease (HD) is a fatal neurodegeiveralisorder with no effective
treatment. It is caused by the expansion of a pailggnine-encoding CAG repeat in the
Huntingtin (Htt) gene (The Huntington's Disease |@mbrative Research Group, 1993).
Polyglutamine expansion confers toxicity on Httadeng to a severe disturbance of major
cellular functions, including transcription, prateidegradation, mitochondrial energy
production, calcium homeostasis and neurotransams$sil and Rego, 2008). The resulting
mutant Huntingtin (mHtt) can aggregate, forming dibiin-positive intranuclear inclusions in
affected neurons (DiFiglia et al.,1997).

We have previously shown that normal brain agingslved in the pathogenesis of
HD (Diguet et al., 2009). However, the precise na@idms of neurodegeneration remain to
be determined. Although mHitt is ubiquitously exges$ in the brain, the most prominent
neuronal loss occurs in the striatum, a structbet plays a key role in movement initiation
and cognitive functions (Vonsattel et al.,1985)isTarticular vulnerability may be conferred
by factors that are enriched in the striatum, saglhe GTP-binding protein Rhes, which has
been shown to bind to mHtt and promote its cytatibxi(Subramaniam et al., 2009), and D2
dopamine receptors, whose stimulation has beentsgpto increase neuronal sensitivity to
mHtt by downregulating mitochondrial complex Il egpsion (Charvin et al., 2005;
Benchoua et al., 2008).

Other factors that are enriched in the striatum malgp modulate the sensitivity of
striatal neurons to mHtt and thereby provide ngegbpectives for HD therapy. Recently, we
compared the transcriptomes of 11 regions of thesedrain and found ~ 100 genes that are
preferentially expressed in the striatum (Brocleieal., 2008). Among them, the expression of

the Capucin gene (also referred tolfasem90ais highly enriched in the striatum. Capucin is
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a 237amino-acid protein of unknown function, with recognizable motif other than two
predicted carboxy-terminal transmembrane domatrghdres 45 % amino-acid identity with
SynDIG1 (also known as Tmem90b), a protein involnedthe development of AMPA
receptor-containing synapses whose transcripts baee detected in the hippocampus and
cerebellum (Kalashnikova et al., 2010). Notablywdo Capucin mRNA levels have been
observed in the R6/2 transgenic mouse model of H® ia primary cultures of rat striatal
neurons expressing a mutant fragment of human lth tin the corresponding controls
(de Chaldée et al., 2006). The same result has ble&ined in the R6/1 transgenic mouse
model (Desplats et al., 2006), suggesting a passibhtribution of Capucin downregulation
to the pathogenesis of HD.

In the present study, we examined whether pertiartgin Capucin expression could
modify striatal vulnerability to mHtt in mice. Fdhis purpose, we used a model of mHtt
toxicity developed in rats (de Almeida et al., 2DAAd mice (Faideau et al., 2010) in which a
lentiviral vector preferentially transducing neusothanks to a vesicular stomatitis virus
envelope and encoding a 171amino-acid N-termirednfrent of human Htt with either 82
(mutant) or 18 (wild-type) glutamine residues igeated into the striatum. To achieve a
Capucin knockout, we engineered a novel mousethaeis described in the present paper.
For intrastriatal Capucin re-expression in knockmite and overexpression in wild-type
mice, we co-injected a Capucin-encoding lentivirattor with the Htt-fragment-expressing
vector. Using lentiviral vectors encoding fluorescproteins, we verified that co-injection, as
co-transfection of cultured cells, resulted in apression in a majority of striatal neurons.
For each approach, striatal vulnerability was asssdy histological evaluation: both the
volume of the lesion induced by the mHtt fragmentl ahe density of Ubiquitin-positive

inclusions were quantified.
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2. Methods

2.1. Animals

Adult male C57BL/6J mice (25 g each; Charles Rig&aint-Germain-sur-I'Arbresle,
France) and adult male Capucin knockout mice (geadras described below) were used for
lentiviral infections. Animals were housed in a f@mrature-controlled room maintained on a
12 hr light/dark cycle. Food and water were avadadd libitum All experiments on mice
were supervised by an investigator licensed byMirestere de I’Agriculture, in conformity
with French regulations and in strict accordancthwhe recommendations of the European

Commission (86/609/EEC) concerning the care andliEdoratory animals.

2.2. Generation and genotyping of Capucin knockaae

A 2,820-bp-long genomic fragment (nucleotides 88,915 to 86,021,734 on mouse
chromosome 12) encompassing the entire Capucimgaédgion was replaced by a cassette
containing the beta-galactosidase reporter gere {A) through homologous recombination
in AT1 ES cells (Buchou et al., 2003), accordings$tablished procedures (Tessarollo, 2001).
The 5 homology arm was 3,464-bp long (nucleoti86%021,735 to 86,025,198 on mouse
chromosome 12) and the 3' homology arm was 3,36shg (nucleotides 86,015,555 to
86,018,914 on mouse chromosome 12). Homozygous kknbcmice and wild-type
littermates were obtained on a mixed (25 % 129%/857BL/6N) background. Expression

of the reporter gene was visualized by X-Gal stajraccording to standard protocols.
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Fig. 1. Molecular characterization of Capucin knockout mi¢a) Wild-type (WT) and
knockout (KO) Capucin alleles. Transcribed sequerm® depicted by boxes and coding
sequences are shown in black. Homologous stranglsdalimited by dotted lines and
recombination events are represented by crossesl figal, beta-galactosidase reporter gene;
neo, neomycin selection gene. (B) Northern blotlyeis of forebrain total RNA samples
from eight wild-type (WT) mice and eight Capucinkkout (KO) littermates. The membrane
was sequentially hybridized with two probesNaol fragment of the Capucin transcribed
DNA sequence (A) and a probe for the striatallyictred Phactrl transcript. Hybridization
with the Capucin probe revealed no signal of amg svith the samples from the knockout
mice. (C) X-Gal staining of 300-pum-thick coronahior sections from adult wild-type (WT)

mice and Capucin knockout (KO) littermates at theel of the striatum. Scale bar: 1 mm.
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For genotyping, we developed a fast and convemmiitiplex PCR assay using three
primers (forward: 5 CCTGCCTGCGGAACCAT 35 knockout reverse:
5 TGGGTAACGCCAGGGTTTT 33 wild-type reverse:
5 GGCAGCAGTGGGTTCTGT 3’) and two TagMan probesféLiTechnologies, Carlsbad,
CA) labeled with distinct dyes (knockout probe: WVAGCCCGTCGTTTTACAACG-
MGBNFQ; wild-type probe: 6FAM-AGAGCCTGAGTGAAC-MGBNB). Amplification
occurs from the forward and knockout reverse prarier the knockout allele, and from the
forward and wild-type reverse primers for the wiygbe allele, yielding, respectively, a 68-bp-
long product detected by the knockout probe an8-b@blong product detected by the wild-
type probe. PCR was performed in a volume of 26gutaining 1 x TagMan Universal PCR
Master Mix (Life Technologies, Carlsbad, CA), 504 iorward primer, 400 nM knockout
reverse primer, 400 nM wild-type reverse primerQ) 2 knockout probe, 200 nM wild-type
probe and 30-40 ng of tail genomic DNA. Fluoreseem@s directly detected by an ABI
prism 7300 or 7000 thermal cycler (Life Technolagi€arlsbad, CA) programmed for an
initial incubation at 50°C for 2 min, followed by9C for 10 min, and 35 amplification cycles

(95°C for 15 sec; 60°C for 1 min). Each individwals genotyped in duplicate.

2.3. Lentiviral vector construction, production amflection

DNA sequences coding for green fluorescent prot&iP), DsRed and C-terminal
hemagglutinin (HA)-tagged mouse Capucin were cloimgd the SIN-W-PGK lentiviral
vector (de Almeida et al., 2002) to generate |&%P, lenti-DsRed and lenti-Capucin-HA,
respectively. The lentiviral vectors expressingikliype Htt fragment (lenti-Htt171-18Q), a
mutant Htt fragment (lenti-Htt171-82Q) or beta-gatsidase (lentggal) have been

described previously (Diguet et al., 2009; Faidetal., 2010). Viral particles were produced
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as described elsewhere (Hottinger et al., 2000¢. @drticle content of the viral batches was
determined by ELISA for the p24 antigen (Gentawrris? France). Lenti-Htt171-18Q and
lenti-Htt171-82Q were used at a concentration d A§/ul of p24, lenti-Capucin-HA and
lentifgal at a concentration of 100 ng/pul of p24, lenkFG and lenti-DsRed at a
concentration of 50 ng/ul of p24. A total volume2ofil of lentiviral suspension was injected
into the mouse striatum as previously reporteddégail et al., 2010), using the following
stereotaxic coordinates: 1.0 mm anterior and 2.0 laweral to the bregma, at a depth of

2.7 mm from the dura, with the tooth bar set atrfirf.

2.4. Histological analyses

After deep anesthesia by intraperitoneal injectobra sodium pentobarbital solution
(50 pg per gram of body weight), mice were trandiedly perfused with 100 ml of phosphate
buffer containing 4 % paraformaldehyde at 8 ml/mihe brains were removed, post-fixed
overnight in the same solution, then cryoprotedigdmmersion in a 15 % sucrose solution
for 24 hours followed by immersion in a 30 % sueragslution for another 24 hours. Free-
floating 30-um-thick serial coronal sections thrbagt the striatum were collected using a
freezing sliding microtome (SM2400; Leica Microsysis, Wetzlar, Germany).

For immunohistochemistry, sections were treatedh Wi8 % hydrogen peroxide for
one hour, washed three times in phosphate-buffemtde (PBS), blocked in PBS containing
4.5 % normal goat serum for one hour, then incubateernight at 4°C in PBS containing
3 % normal goat serum and one of the following kaodies: rabbit anti-DARPP-32 (Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA; 1:1000), moas#i-NeuN (Millipore, Molsheim,
France; 1:200), rabbit anti-Ubiquitin (Wako ChentggdNeuss, Germany; 1:1000), or mouse

anti-HA (Covance, Princeton, NJ; 1:500). Sectiorevenrinsed three times in PBS before
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incubation with the appropriate anti-lgG biotingdt antibody (Vector Laboratories,
Burlingame, CA) at a 1:5000 dilution for one ho8taining was visualized by the addition of
avidin-biotinylated peroxidase and incubation wilDAB or VIP substrate (Vector

Laboratories, Burlingame, CA) for one minute. FoeuN immunostaining, we used the
M.O.M. immunodetection kit (Vector Laboratories, rBngame, CA). Stained sections were
mounted on microscopic slides.

The area of the striatal lesions resulting fromtilettl71-82Q infection was
delineated manually by identifying the border o thsion on each coronal brain section. The
corresponding surface was calculated using the Mi@GiBge analysis software (InterFocus
Imaging, Cambridge, UK). The volume of the striale$ion was determined using the
Cavalieri method (Diguet et al., 2009). The numbé&rUbiquitin-positive inclusions was
guantified as previously described (Diguet et2009) with the following modifications: the
inter-section distance was 210 um (i.e. one in yeveeven sections was used) and
observations were performed using a 10X objectivean Axioplan 2 Imaging microscope
(Carl Zeiss, Le Pecq, France) equipped with an nm#d stage and an automated image
acquisition and analysis system (Mercator softwaéneplora Nova, La Rochelle, France).
With this set-up, objects with an apparent crossiseal area of over 5 pfeould be reliably
detected.

For GFP fluorescence analysis, equidistant 30-paok-tltoronal brain sections
(intersection distance: 210 um) were randomly sachfiiroughout the striatum. Observations
were performed using a 10X objective on a motoriggmplan 2 Imaging microscope (Carl
Zeiss, Le Pecq, France) equipped with an X-CitePI2Q fluorescence excitation system
(Lumen Dynamics, Mississauga, Canada) allowing rofietl excitation intensity and
homogeneity throughout the field of view. Imagesevautomatically acquired and analyzed

using Fluo’Up and Mercator softwares (Explora Nova,Rochelle, France). Care was taken
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to optimize image acquisition and avoid image sdion. On each section, the fluorescence
level of each lenti-GFP-infected striatum was dateed by subtracting the background
fluorescence level measured outside the infeciterfom the mean fluorescence level within
the infected area. A mean fluorescence level was ttalculated across sections for each

striatum.

2.5. Real-time quantitative RT-PCR and Northerr blwalysis

Adult mice were deeply anesthetized by intrapeg@ninjection of a sodium
pentobarbital solution (50 ug per gram of body \wbidpefore decapitation. The brains were
immediately removed and positioned in a coronainbmaatrix (Ted Pella, Redding, CA). For
the quantification of SynDIG1 mRNA levels in knockanice, the striatum was dissected out
using a scalpel from 1-mm-thick brain sections. aloRNA extraction and real-time
guantitative RT-PCR (QRT-PCR) were carried out aticg to standard procedures, using the
primers 5 GAGGAGGAGAGCGATGGG 3" and 5 CAGGGTGAG@ASGCGTC 3 for
Capucin, and 5 GTTGCCCTCATTGCCTACCT & and
5 TGTCTCTTCTCTGCCCTCGTACA 3 for SynDIG1. For Nbetrn blot analysis, a 5-mm-
thick block containing the entire striatum (betwegnoves 3 and 8 of the matrix, groove 1
being the most rostral; Brochier et al., 2008) waxaoved from each brain and processed for
MRNA extraction. Twenty-five-microgram total RNAmsples were denatured in a glyoxal-
dimethylsulfoxide solution, electrophoresed on% agarose gel, and then transferred onto a
Hybond-XL nylon membrane (GE Healthcare, Little @b, UK). Hybridization was
carried out at 65°C in Rapid-Hyb buffer (GE Headthe; Little Chalfont, UK) using an
[a-**P]dCTP random prime-labeled (Prime-It Il; Agilenechnologies, Santa Clara, CA)

706-bp-longNcol fragment of the Capucin transcribed DNA sequems@ probe (Fig. 1A).
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An [a-*P]dCTP random prime-labeled 554-bp-ladgo| fragment of the striatally enriched
Phactrl transcribed DNA sequence (de Chaldée ,e2G06; Allen et al., 2004) was used to

control for RNA input.

3. Results

3.1. Development of a Capucin knockout mouse line

To create a new resource for studying Capucin fanctwe developed a Capucin
knockout mouse line. Homozygous knockout mice webtained at a similar ratio to
homozygous wild-type littermates (of the 745 miematyped so far 167 were homozygous
knockout mice, 188 were homozygous wild-type mioel 890 were heterozygous mice).
Knockout mice are apparently healthy and their beinas normal at the gross level. Both
males and females are fertile. The brain shows wertoanatomical abnormalities. In
particular, morphometric analysis indicates a &liaolume similar to that of wild-type
littermates (6.152 + 0.310 mim knockout mice, 6.413 + 0.334 mim wild-type littermates;

n = 10 knockout and 10 wild-type adult mice). Knogkmice lack the entire coding region of
the Capucin gene (Fig. 1A). The absence of trapiscdontaining even a part of the Capucin
coding region in the striatum of knockout mice wasfirmed by Northern blot analysis using
the coding sequence as a probe (Fig. 1B). To asshether the lack of a conspicuous
phenotype could be attributable to sequence redwydave measured striatal mMRNA levels
of SynDIG1, the closest paralog of Capucin, usiRJ-@®CR. No significant difference was

observed between genotypes (SynDIG1 mRNA levelapucin-knockout striata were

88.1 £10.7 % of those in wild-type samplgs= 0.209, unpaired Studentistest, n=7
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knockout and 7 wild-type mice), arguing against cional compensation of Capucin
deficiency by SynDIG1 overexpression.

We took advantage of the beta-galactosidase temesgto investigate the
spatiotemporal pattern of expression driven by @@ucin gene promoter. As expected,
X-Gal staining was intense in the striatum of adutbckout animals (Fig. 1C). During
development, X-Gal staining was first observedha medulla oblongata of 15.5 days post-
coitum (dpc) embryos, and in the olfactory bulbsl amscrete regions of the diencephalon,
mesencephalon and rhombencephalon of 16.5dpc es)bmredicting Capucin gene
expression in nuclei of the adult thalamus, midbrand hindbrain, in particular in the
trigeminal, facial and hypoglossal nuclei (de Cléalét al., 2006; Lein et al., 2007). Staining
in the striatum was first clearly detected five slagfter birth. We also examined adult
peripheral tissues and noticed stained patchdseipancreas. However, we observed neither
overt polyuria nor hyperglycemia in Capucin knockouce (serum concentrations of glucose
were 1.38 +0.09 g/l in adult knockout mica H22] and 1.41 +0.10 g/l in wild-type

littermates h = 24]).

3.2. Effect of Capucin knockout on striatal vulr@liy to a mutant Htt fragment

Adult Capucin knockout mice and wild-type litterraatwere intrastriatally injected
with a mixed suspension of lentiviral vectors enongda wild-type or mutant Htt fragment
(lenti-Htt171-18Q or lenti-Htt171-82Q, respectivend GFP (lenti-GFP). GFP fluorescence
was used to monitor neuronal survival, as loss lobréscence has been shown to be
correlated with neuronal death (Arrasate and Fimdye 2005). Histological evaluation was
performed six weeks post-infection. At this timenipGFP fluorescence was much fainter in

lenti-Htt171-82Q- than in lenti-Htt171-18Q-infectedriata (Fig. 2A), consistent with the
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expected toxicity of the mHtt fragment. Immunositagn for DARPP-32, a well-known
marker of striatal neurons, and for NeuN, a wideBed neuronal marker, revealed the
presence of a lesion around the injection site @ntifHtt171-82Q- but not in lenti-
Htt171-18Q-infected striata (Fig. 2B and C; Fig. &4Bd C). Brain sections were also
examined for Ubiquitin-positive inclusions. Theyrealetected in lenti-Htt171-82Q- but not
in lenti-Htt171-18Q-infected striata (Figs. 2D afid).

Comparison between knockout and wild-type IlentitfA1t-82Q-infected striata
indicated no significant differences in the losdlobrescence (Fig. 2A), the lesion volume as
determined by DARPP-32 (Fig. 2B) and NeuN (Fig. 2@jnunostaining, or the density of

Ubiquitin-positive inclusions (Fig. 2D).
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Fig. 2. Effect of Capucin knockout on striatal vulneraliltb a mutant Htt fragment. Adult
male Capucin knockout (KO) mice € 10) and wild-type (WT) littermates € 10) received

a bilateral intrastriatal injection of lenti-GFPenti-Htt171-18Q was co-injected into the left
striatum and lenti-Htt171-82Q into the right stmiet of each mouse. Six weeks after
infection, brains were processed for GFP fluoreseamalysis (A) and DARPP-32 (B), NeuN
(C) and Ubiquitin (D) immunostaining. The loss oF & fluorescence (A) was expressed as
the difference in fluorescence levels between {etitl71-18Q- and lenti-Htt171-82Q-
infected striata divided by the fluorescence levethe lenti-Htt171-18Q-infected striatum.
The loss of GFP fluorescence (A), the volume of l#son (dotted line), as determined by
DARPP-32 (B) and NeuN (C) immunostaining, and thensity of Ubiquitin-positive
inclusions (D) are displayed as means + SEM. Deffiees between lenti-Htt171-82Q-infected
knockout and wild-type striata were assessed bwrgaired Student’'s-test. Scale bars:
0.2 mm (A), 0.5 mm (B), 0.1 mm (C), 0.05 mm (DQDmm (D, insets).
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3.3. Effect of Capucin re-expression in knockouttst on vulnerability to a mutant Htt

fragment

Testing the effects of Capucin re-expression inckoat striata on vulnerability to
mHtt requires co-expression of recombinant Capanihthe mutant Htt fragment in the same
striatal neurons. To verify that the co-injectiohtwo lentiviral vectors leads to actual co-
expression in a majority of cells, we delivered &ead suspension of lenti-GFP and a
lentiviral vector encoding DsRed (lenti-DsRed) imtdd-type mouse striata. Six weeks after
infection, we observed colocalization of both flescent proteins in most cells, indicating that
co-injection produced effective co-expression dhidoansgenes in the same cells.

We therefore injected a mixed suspension of letitl-F1-82Q and a lentiviral vector
encoding HA-tagged Capucin (lenti-Capucin-HA) intbe striata of knockout mice.
Histological evaluation was carried out six weeksstgnfection. Recombinant Capucin
expression was verified in all lenti-Capucin-HA€ofed striata using anti-HA
immunohistochemistry (Fig. 3A). DARPP-32 (Fig. 3&@)d NeuN (Fig. 3C) immunostaining
revealed no significant difference in lesion volwreetween lenti-Capucin-HA- and lenti-
GFP-infected knockout striata. No difference in teansity of Ubiquitin-positive inclusions

could be detected either (Fig. 3D).
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Fig. 3. Effect of Capucin re-expression in knockout striatavulnerability to a mutant Htt
fragment. Adult male Capucin knockout mice <(14) received a bilateral intrastriatal
injection of lenti-Htt171-82Q. Lenti-GFP was codnjed into the left striatum and lenti-
Capucin-HA into the right striatum of each mousex Beeks after infection, brains were
processed for HA (A), DARPP-32 (B), NeuN (C) andidgitin (D) immunostaining. The
volume of the lesion (dotted line), as determingd MARPP-32 (B) and NeuN (C)
immunostaining, and the density of Ubiquitin-postiinclusions (D) are displayed as
means + SEM. Differences between striata co-inteatgth lenti-Capucin-HA and lenti-
Htt171-82Q and striata co-infected with lenti-GHiR denti-Htt171-82Q were assessed by a
paired Student’'d-test. Scale bars: 0.2 mm (A), 0.5 mm (B), 0.1 mB), (0.05 mm (D),
0.01 mm (D, insets).

90



3.4. Effect of Capucin overexpression in wild-tgbeata on vulnerability to a mutant Htt

fragment

We next examined whether increasing Capucin exjgredsvels in adult wild-type
mice could modify the toxicity of a mutant Htt fragnt. Overexpression of Capucin in
mouse striata was achieved by stereotaxic injeatibtenti-Capucin-HA. Overexpression
efficiency was measured six weeks post-infection giT-PCR. The results show that
Capucin mRNA levels in extracts from lenti-CapuklA-infected striata rf = 6) were
200 = 26.6 % of those in extracts from striata chde with a beta-galactosidase-encoding
lentiviral vector (lentifgal; n=6). This difference is statistically significap = 0.011,
paired Student'stest).

A mixed suspension of lenti-Htt171-82Q and lentpGen-HA was then delivered
into the striatum of wild-type mice. Expressionretombinant Capucin in the striatum of
infected mice was checked six weeks post-infectign anti-HA immunohistochemistry
(Fig. 4A). At this time point, neither DARPP-32 ¢F4B) nor NeuN (Fig. 4C)
immunostaining revealed any significant change asidn volume in lenti-Capucin-HA-
infected striata as compared to striata infectati ¥entifgal. Notably though, the density of
Ubiquitin-positive inclusions was somewhat lower lenti-Capucin-HA-infected striata

(Fig. 4D).
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Fig. 4. Effect of Capucin overexpression in wilghéystriata on vulnerability to a mutant Htt
fragment. Adult male C57BL/6J mice received a bilak intrastriatal injection of either lenti-
Capucin-HA 0 =10) or lentifgal (h=10). Lenti-Htt171-18Q was co-injected into thedt |
striatum and lenti-Htt171-82Q into the right swiat of each mouse. Six weeks after
infection, brains were processed for HA (A), DARBP{B), NeuN (C) and Ubiquitin (D)
immunostaining. The volume of the lesion (dotte)i as determined by DARPP-32 (B) and
NeuN (C) immunostaining, and the density of Ubipgositive inclusions (D) are displayed
as means + SEM. Differences between striata catefiewith lenti-Capucin-HA and lenti-
Htt171-82Q and striata co-infected with lefigial and lenti-Htt171-82Q were assessed by an
unpaired Student's-test (*p = 0.042). Scale bars: 0.2 mm (A), 0.5 mm (B), arh (C),
0.05 mm (D), 0.01 mm (D, insets).
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4. Discussion

The mechanisms underlying the preferential degéineraof the striatum in HD
remain unknown. Using a combination iof vivo approaches, we tested the hypothesis that
the Capucin gene, whose expression is highly eedicin the striatum and significantly
downregulated in transgenic HD models (de Chaldéal.e 2006), may play a role in the
striatal sensitivity to mHtt.

Our results show that neither knocking out noreasing Capucin expression leads to
a major modification of the toxicity of an N-ternainfragment of mHtt in mice. The effect of
the continuous expression of mHtt in our model bagen characterized by the loss of
expression of two neuronal markers, DARPP-32 anduNNeThe loss of NeuN
immunoreactivity is associated with actual neurodalgeneration and dysfunction, as
assessed using markers of cell death (de Almeidaabn2002) and stereological cell counts
(Diguet et al., 2009). Thus, the present resuligcate that modifying Capucin expression has
no effect on the cell death induced by the mHurimant.

A Capucin knockout mouse line was generated foiptiesent study. The absence of
the entire Capucin coding sequence in knockout mias ascertained at both the genomic
and transcript levels. These mice show no obvidusamalities. Although we verified that
Capucin knockout was not compensated for by thaesypeession of its closest paralog,
SynDIG1, functional compensation by proteins witlialated sequences cannot be ruled out.
Being fertile and apparently healthy, Capucin kreatkmice can be conveniently used in a
variety of behavioral tests, including in late @adabd, and can be crossed with mice from
other lines.

The effects of Capucin overexpression in wild-typteiata and re-expression in

knockout striata on mHtt-fragment-induced toxicitgre assessed by intrastriatal co-injection
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of lentiviral vectors expressing Capucin and a mutdtt fragment. Actual co-infection of
striatal neurons with both vectors is supportedelperiments in which lentiviral vectors
encoding GFP and DsRed were co-injected into wiet mouse striata, resulting in
colocalization of both fluorescent proteins in te@me cells. Using similar co-infection
approaches, we have identified a number of modifedrthe toxicity induced by the mHtt
fragment in rats or mice, including transcriptioactor CA150 (Arango et al., 2006),
chaperone proteins (Perrin et al., 2007), and Signaroteins of the JINK pathway (Perrin et
al., 2009).

At the transcriptional level, Capucin expressionsisongly downregulated in HD
models (de Chaldée et al., 2006; Desplats et @06 The downregulation of a number of
transcripts has been reported in the striatum ofritidlels (Brochier et al., 2008; Desplats et
al., 2006) and patients (Hodges et al., 2006),maad result from the functional disruption of
striatum-specific transcriptional activators sushBxl11lb (Desplats et al., 2008). Depending
on the transcript, this phenomenon could be priocdetrimental or have no effect on
striatal neurons. For instance, the downregulatibthe signalling protein CalDag-GEFI has
been shown to be neuroprotective in HD models {&@riten et al., 2010). On the contrary, the
downregulation of the sodium channel subunit be{&dn4b), which can promote neurite
outgrowth in cultured cells (Oyama et al.,, 20063, expected to increase neuronal
vulnerability in HD conditions. Likewise, overexgseon of the HD-downregulated mitogen-
and stress-activated protein kinase 1 (MSK-1) indehorats has been reported to be
neuroprotective, while MSK-1 knockout mice show rsjameous striatal atrophy as they age
and are more susceptible to 3-nitropropionic acttliced striatal lesions (Martin et al., 2011).
On the other hand, overexpression of the neuroalgium sensor Hippocalcin in primary
cultures of striatal neurons has no effect on rteuroity in cellular models of HD, despite its

markedly reduced expression in patients (Rudinskty al., 2009). Similarly, the
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downregulation of Capucin expression in HD condiiomay have no effect on striatal
vulnerability, further emphasizing that reducedastt expression of a gene in HD does aot
fortiori imply that the gene product plays a role in theas® process.

In the present work, we provide the first vivo investigation of the possible
involvement of Capucin in the striatal sensitivitymHtt. Our results suggest that Capucin

expression levels have no impact on mHtt toxicity.
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4. Production d’anticorps contre la Capucine

Afin de poursuivre la caractérisation de la Capeaine production d’anticorps a été
initiée. Pour ce faire différentes stratégies aatraises en place (production d’anticorps anti-
peptides de poule ; production d’anticorps contrdragment recombinant de Capucine chez
le lapin), mais sans succes. Nous avons donc dé@déous orienter vers la méthode de
production d’anticorps monoclonatx vitro par «phage display. Cette méthode est basée
sur la capacité particuliere des bactériophagespd®er a leur surface des protéines qu'ils
expriment. On se sert de cette propriété pour expdss fragments variables (scF8ingle-
chain variable fragmentd'immunoglobulines. Les scFv sont des protéire$udion entre les
régions variables des chaines lourde)(¥t Iégere (V) d'immunoglobulines isolées a partir
de lymphocytes périphériques naifs et combinéefaglen aléatoire par PCR. La protéine
d’enveloppe du bactériophage plll, qui va étre dogée sur I'extrémité N-terminale des
scFv, permet leur exposition a la surface des ph@lgarks et al., 1992). Un tag Myc est
également fusionné aux scFv. L’avantage majeuretie ¢cechnique est qu’elle permet non
seulement de contourner I'étape d'immunisation damimal, mais aussi de conserver les
clones obtenus grace a la production d’'une bangquyshdges.

Une banque de phages exprimant différents scFvkdar al., 1991) a été utilisée
pour effectuer cette expérience. Des clones catgjidpi expriment des scFv liant un
fragment N-terminal de Capucine de 150 résidus yptodans Escherichia coli ont été
obtenus apreés trois tours de sélection (d’apresdicole décrit par Schier et al., 1995). Nous
avons analysé la diversité des scFv sélectionnesinmgerprint (amplification par PCR des
genes codants les scFv et digestion des amplicanBgiNI comme décrit par Marks et al.,
1991). Onze profils de digestion différents ont @béservés sur 96 scFv (Figure 21). Nous
avons caractérisé la séquence de certains d’amtré~gure 22).
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Figure 21 : Fingerprint des genes de scFv.

Les génes codant les scFv ont été amplifies par BICIes amplicons ont été digérés par
I'enzyme de restriction BstNI. Les fragments d’Algéré ont été séparés par électrophorése
sur un gel d'agarose a 3,5%. Le marqueur de tatilisé est le 50bp ladder. Onze profils de
digestion différents sont nommés de A a J. Pounaissns de mauvaise qualité d'image, le
profil E a été redéposé une nouvelle fois (résulibet montre).
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Heavy chains

Profil IMGT FR1 CDR1 FR2 CRR FR3 CDR3 FR4

A QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAAS GFRFRSYG MHWVRQAPGKGLEYAN IKPDGSEK YYGDSVKGRFTISRDNAKNSLYLQLSSLRAEDTAVYYC ARNRGYATLDY WGQGTLVTVSS

B QVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS GFTFSNHG MNWVRQAPGKGLEWY IGGSGGSI RNADSVKGRFTISRDNAKNSLSLQMNSLRAEDTAMYYC ARGGGRLLDY WGQGTLVTVSS

B’ QVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS GFTFSNHG MNWVRQAPGKGMASS LVVLPVPP ...

C QVQLQESGGSVVQPGRSLRLSCADS GFTFSNDW MTWVRQAPGKGLEWVAI INEBNEK YYLDSVRGRFTISRDNARNSLYLQMNSLRVEDTAVYYC ARGKLLLGR SNQGTLVTVSS

D QVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS GFTFSSYG VSWVRQAPGKGIMYST ISGSGGST YYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYY AR ...

E ... ISGSGGST YYPDSVKGRFTISRDNAKNSLYLQNELRDEDTAVYYCA RVRSGGYMDV  WGQGTLVTASS

G QVQLVESGGGLIQPGGSLRLSCAAS EFTVSSNH MSWVRQAPGKGUE/SV LYSGGNT YYADSVKGRFTISRDDSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYSC ARGKYSSSWYFDL
WGRGTLVTVSS

H QVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS GFTFSNHG MNWVRQAPGKGUH SY IGGSGGSI RNADSVKGRFTISRDNAKNSLSLQMNSLRAEDTAMYE  ARGGGRLLDY WGQGTLVTVSS

| QVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS GFTFSRHA MSWVRQAPGKGUR/SA ISGSGGST YYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDMAVYYC ARGRGSWYLDY WGQGTLVTVSS

J QVQLQQSGGGLVQPGGSLRLSCSAS GFTFSTYA IHWVRQAPGKGLEG ISGTGAST YYADSVKGRFTISRDNAKNSVYLQMNSLRVEDTAVYYC  ADFGFP WGQGTLVTVSS

Light chains

Profil IMGT FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3 CDR3 FR4

A SSELTQDPAVSVALGQTVRITCQGD  SLRSYY ASWYQQKPGQARWIY  GKN NRPSGIPDRFSGSSSGNTASLTITGAQAEDEADYYC NSFESGNPLV
FGGGTKLTVLG

B QSALTQPASVSGSPGQSLTISCTGT SSDVGGYKY VSWYQQHPGSRKVMIY  DVT NRPSGVSNRFSGSKSGNTASLTISGLQAEDEADYYC SSYTTSSTLV
FGGGTKLTVLV

B’ QSALTQPASVSGSPGQSLTISCTGT SSDVGGYKY VSWYQQHP@BRKVMIY  DVT NRPSGVSNRFSGSKSGNTASLTISGLQAEDEADYYC SYTTSSTLV
FGGGTKLTVLG

C EIVLTQSPSSLSASVGDRVTITCRAS  QSISSY LNWYQQKPGKKRBLIY GAS SLQSVVPSRFSGSGSGTEFTLTVSGLQPEDFATYFC BRSFPPT
FGGGTKLEIKR

D LAWYQQKPGQPPKLLIY WAX TRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTIREIPEDFATYYC QQANSFPLT FGGGTKVDIKR

E DIVMTQSPSTLSASIGDRVTITCRAS  EGIYHW LAWYQQKPGKARLLIY KAS SLASGAPLRYSGSGSGTDFTLTISSLQPDDFATYYC QYHTISRT FGPGTKVXXLG

G SSELTQDPAVSVALGQTVRITCQGD  SLRSYY ASWYQQKPGQARVIY  GKN NRPSGIPDRFSGSSSGNTASLTITGAQAEDEADYYC NEDSTNNQL FGGGTKVTVLG

H QSALTQPASVSGSPGQSLTISCTGT SSDVGGYKY VSWYQQHPGSRKVMIY  DVT NRPSGVSNRFSGSKSGNTASLTISGLQAEDEADYYC SSYTTSSTLV
FGGGTKLTVLG

| QSALTQPPSASGSPGQSVTISCTGT SSDVGGYNY VSWYQQHPEMKLMIY  EVS KRPSGVSNRFSGSKSGNTASLTISGLQAEDEADYYSSYTSSSSWV  FGGGTKVTVLS

J SSELTQDPAVSVALGQTVRITCQGD  SLRSYY ASWYQQKPGQARVIY  GKN NRPSGIPDRFSGSSSGNTDSLTITGAQAEDEADYYC NERBSGKHVV FGGGTKLTVLG

Figure 22 : Séquences des scFv correspondant aukféiients profils obtenus par fingerprinting.
La distribution des acides aminés au sein des ebaddurde et [égere a été identifiee grace a 't T/V-QUEST (Brochet et al., 2008).
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Grace au tag Myc qui est fusionné aux scFv, noessaypu analyser par ELISA les
affinités des scFv des différents profils pour degiment recombinant de Capucine (comme
décrit par Schier et al., 1995). Les scFv des lsralefingerprinting A, B, C et E s’averent

avoir les meilleures affinités pour le fragment@ipucine (Figure 23).

—i— B
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N
.
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Figure 23 : Test d’affinité des scFv pour un fragmet recombinant de Capucine par
ELISA.
A a J : Dix parmi les onze scFv différents.

En raison de son affinité pour la Capucine, un sirprofil defingerprinting« A » a

éte sélectionné. Nous avons sous-cloné I’ADNc cbdesm scFv dans un plasmide
d’expression ajoutant une étiquette 6-histidine safrv, afin de faciliter sa purification
(comme décrit par Schier et al., 1995). Les scRvévé@ produits et purifiés sur colonne de
nickel (comme décrit par Schier et al., 1995 etld¢ie et al.,, 2006). Le succes de la
purification a été vérifié par Western blot eniséiht des anticorps anti-Myc (Figure 24A).
Puis les billes sur lesquelles les scFv ont éentats grace a leur étiquette 6-histidine ont été
utilisées pour immunoprécipiter la Capucine fusémmu tag HA produitan vitro dans des
lysats de réticulocytes (Figure 24B). Le résultaine€ positif nous avons voulu tester si les
scFv élués des billes pouvaient reconnaitre la Gapiendogene dans des extraits protéiques
totaux de striatum de souris. Une seule expérielec&Vestern blot a pour le moment été

réalisée et aucun signal n’a été observé.
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Figure 24 : Production d’'un scFv du profil « A ».

a) Purification du scFv. Pistes 1 : input; 2 wflthrough ; 3 : lavage NaCl 1M ; 4 : lavage
imidazole 35mM, 5 : billes de nickel. Les signaox séveélés par un anticorps anit-Myc.

b) Immunoprécipitation de la Capucine étiquetée Igar produite in vitro. Pistes 1 et 3
immunoprécipitation de la Capucine-HA ; 2 et 4 inmoprécipitation de la Crym-HA

(Crystaline). Les signaux sont révélés par un amig anti-HA. La protéine Crym-HA,

produite dans le méme systeme sert de témoin. dalssisignaux non spécifiques sont
également observés.

Grace a la technique depkage display, nous avons obtenu, produit et purifié un
anticorps, dont le titre reste a mesurer. Cet argg permet d'immunoprécipiter la Capucine
produitein vitro. Une premiére analyse en Western blot utilisansaev comme anticorps
primaire n'a pas donné de résultat positif. Mai® umise au point du Western blot serait
nécessaire. On pourrait en premier lieu testeéufftes concentrations de scFv. En outre, il
faudrait affiner les conditions d’extraction destgines des régions du cerveau. En effet, la
Capucine est une protéine transmembranaire ettilpessible que de ce faite elle soit
particulierement difficile a extraire. Enfin, il & encore plusieurs scFv (au moins trois
profils defingerprinting qui paraissent intéressants d’aprés les tesfinifa effectués par

ELISA. Leur production et leur purification poureat étre envisagees.
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5. Discussion

Dans cette étude le rdle biologique de la Capuaig&é exploré a I'aide d’'une lignée
de souris knock-out pour ce géne construite aurdbime. Ces souris ne présentent pas
d’anomalies particuliéres, elles sont apparemmanbane santé et fertiles. L'absence de
transcrits codant la Capucine dans le cerveau semeaux a été démontrée par Northern
blot. Nous avons également vérifié par RT-PCR dtaivie que le knock-out de Capucine
n'est pas compensé par la surexpression de sologaeale plus proche, SynDIG1, dans le
striatum. Cependant, une analyse transcriptomigobatg pourrait étre envisagée afin
d’identifier les genes dont I'expression est magifichez les animaux knock-out. Ceci
pourrait nous donner des indications sur la fomctie Capucine.

Etant donné que la Huntingtine est exprimée denfaguquitaire, les raisons de la
vulnérabilité particuliere des neurones striataomt £ncore mal comprises. L'expression de
Capucine est enrichie dans le striatum et pertudsies des modeéles de la maladie de
Huntington (de Chaldée et al., 2006). Le rble pidtnde la Capucine dans le développement
de cette maladie a donc été exploré dans un méeldtigiral de la maladie de Huntington.
Nos résultats montrent que ni le knock-out, nidjeaentation intrastriatale de I'expression de
Capucine ne conduisent a une modification de lécitéxd'un fragment de la Huntingtine
mutée. L'effet potentiel de la Capucine pourraite étudié dans d’autres modeles de la
maladie de Huntington, en particulier des modeégtiques, ou la mutation est présente des
le début du développement. Cette approche estaggeable car les souris knock-out pour
Capucine sont fertiles. Dans la mesure ou le genka €apucine est exprimé a des niveaux
élevés et de maniere spécifique dans le striatuserait également intéressant d’analyser le
comportement locomoteur des animaux knock-out éxample test du rotarod et I'activité
spontanée en openfield). Dans cette perspectivbaak-cross avec la souche C57BL6/J est
en cours.

La fonction de la Capucine n’est cependant toujquas connue. Son paralogue
SynDIG1 a été décrit récemment (Kalashnikova et28110). La connaissance de son role
nous donne une nouvelle piste a explorer. Il s'dgine protéine transmembranaire dont
I'extrémité C-terminale est extracellulaire et femité N-terminale cytoplasmique, ce qui
indique qu’une seule des deux régions hydrophostesansmembranaire. Contrairement a la
Capucine, SynDIG1 n’est pas présent dans I'appdeebolgi, mais dans les endosomes. Son
expression a été localisée dans les cellules dkirpurdu cervelet et dans I'hippocampe.
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SynDIG1 joue un r6le critique dans le développenuas synapses contenant les récepteurs
glutamatergiques de type AMPA. En outre les autemtsobservé un pic d’expression de
SynDIG1 deux semaines apres la naissance chez, leergui correspond a la période de
synaptogénese. L'expression de la Capucine a énale dans le striatum a partir de cing
jours apres la naissance. Le r6le potentiel dealau€Cine dans le développement des synapses
pourrait de ce fait étre examiné. La productiomt&orps que j'ai initiée devrait permettre
d’évaluer dans un premier temps si la Capucinelasilisée au niveau synaptique et
d’identifier ces synapses. L'expression de la Capu@ar les neurones de projection du
striatum (a la fois striatopallidaux et striatomigx) a été démontrée (Heiman et al., 2008).
Par conséquent, si la Capucine est détectée damsaim, elle pourrait étre localisée dans
I’élément postsynaptique des synapses glutamatergitpfférences corticales et thalamiques)
ou dopaminergiques (afférences nigrales). Si lau€iap est détectée dans les structures de
projection du striatum (pallidum et substance pee pourrait étre localisée dans I'élément
présynaptique des synapses GABAergiques. Ces agedhpourront étre vérifiées par des
expériences de colocalisation avec des marquewssdsynapses (par exemple SAP102 pour
I'élément postsynaptigue des synapses glutamatergigles récepteurs D1 et D2 pour
I'élément postsynaptique des synapses dopaminagigt le transporteur du GABA pour
I'élément présynaptique des synapses GABAergigueas).ailleurs, les anticorps contre la
Capucine permettront d’identifier ses partenairesr pdes expériences de co-

immunoprécipitation.
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V. Etude fonctionnelle ' AGPAT4

Une étude comparative de I'expression des géenesmlan de dix régions du cerveau
de souris a été effectuée en utilisant la techn@NEE avant mon arrivée en these. Des génes
principalement exprimés dans chacune de ces regiuréé identifiés (Brochier et al., 2008).
Ces travaux ont montré que I'expression d’Agpatét ewichie dans l'aire tegmentaire
ventrale et la substance noire compacte. Les neardopaminergiques de la substance noire
étant sélectivement atteints lors de la maladidPdekinson, Agpat4, dont la fonction est
inconnue, pourrait se montrer intéressant quant aa participation éventuelle au
développement de cette maladie neurodégénératiymoula compréhension des fonctions
spécifiques de ces régions du cerveau.

D’aprés des homologies de séquences, Agpat4 a lagsée dans une famille
d’acyltransférases de lysophospholipides (Lewial€t1999). Il s’agit d’enzymes impliquées
dans le métabolisme des glycérophospholipides, derthines sont aujourd’hui déja bien

caractérisées.

1. Métabolisme des glycérophospholipides

Les glycérophospholipides sont des molécules amafiigues (ou amphiphiles) car
elles présentent a la fois une partie hydropholeeadix acides gras (Tableau 1) et une partie
hydrophile due a la présence d’'une téte polainméar par I'ester phosphorique. L'élément de
base des glycérophospholipides est l'acide phogjtyae qui consiste en un squelette
glycérol, estérifié par deux acides gras en postsmletsn2 et par un acide phosphorique
en positionsn3 L'acide gras en positiosnlest en général court et saturé et celui en pasitio
sn2 long et insaturé. L’acide phosphorique peut étséérdié par un groupement qui
détermine la classe du glycérophospholipide. It magir de la choline, de I'éthanolamine,
de l'inositol, de la sérine ou d’'un autre glycéimimant ainsi une phosphatidylcholine (PC),
une phosphatidyléthanolamine (PE), un phosphatidgitol (Pl), une phosphatidylsérine
(PS), un phosphatidylglycérol (PG) ou encore unelichpine (CL), les phospholipides
majeurs chez les eucaryotes (Figure 25). Les ghptéaspholipides ne portant qu'une seule

chaine d'acide gras sont désignés par le préfsce.ly
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Figure 25 : Structure des glycérophospholipides.
Symbole Structure chimigue: Mon systematique de 'acide Mom comemun de 'acide
Ic1z:0 CH2(CH2 1 10C00H Dadecanaigus laurigue
IC14.:0 CHI(CH212C00H Tétradecanoigue myristigue
IC16 0 CHICHZ 14C00H Hexadecanaigus palmitigue
jc18 ;0 CH2CH216C00H Cetadécanaigue stéarique
e CH2{CHZ15C0O0H lzasanaiyue arachidigue
IC22Z 14 CH2{CHZ |20C00H Docosanaigue heéhenigue
IC24:0 CH2ICHZ|22C00H Tetracosanaigque lignacerigue
IC18: 19 CHZ(CH2 [7CH=CHICH27COCH cis-G-actadécénaigue oléigque
IC18:2(9,12) CH2{CH2 MCH=CHCH2ZCH=CHICH2)7 COOH cis,cis-2,12-octadécadidnoigue linoléique
IC20:4(5.8,11.14) CH2(CH2WMICH=CHCH2)2CH=CHICHZ13CO0H  cis,cis.cis.cis-5.8 11, 1d-icosatétradénaique  arachidonique

Tableau 1: Les principales chaines d’acides gras

1.1. Fonction des glycérophospholipides

Les glycérophospholipides sont les principaux Bgidde structure des membranes
eucaryotes. La phosphatidylcholine (PC) représeapites de 50% des phospholipides
membranaires (Van Meer, 2005). Elle s'auto-orgarspentanément pour former une
bicouche lipidiquedans laquelle chaque PC a une géométrie molécyleesgiue cylindrique,
avec les queues d'acide gras se faisant face etéles polaires orientées vers la phase
aqueuse du milieu extérieur. La phosphatidyléthemaie (PE) prend une forme moléculaire

conique en raison de la taille relativement peatéesa téte polaire. L'inclusion de PE dans les
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bicouches de PC crée une tension sur la membrargyigeut étre utilisé par exemple pour
le bourgeonnement, la fission et la fusion (Mar2@Q7). Les lipides ne formant pas de
bicouches, comme la PE et la cardiolipine (CL), npent en charge les protéines
membranaires et peuvent moduler leurs activitég@Boov el al., 2008).

Les phospholipides sont non seulement les pringipannstituants des membranes
biologiques, mais ils participent également au iédatde diverses fonctions cellulaires, telles
que la régulation de la transcription (Boeneman @nabke, 2005), de la transduction du
signal (Wang et al., 2006), ou du repliement destémmes (Bogdanov et al., 1999). Par
exemple, I'acide lysophosphatidiqgue (LPA) et I'acighosphatidique (PA) jouent un rdle
important dans différentes réponses cellulairesigealisation. Le LPA est connu comme
facteur de croissance lipidique impliqué dans tpuldtion de nombreuses réponses cellulaires
par l'activation de récepteurs couplés aux prosei@e(Li et al. , 2003). Le PA est connu
comme second messager lipidigue participant a déseénents divers de signalisation
intracellulaire notamment la mobilisation du cafoiuntracellulaire et I'entrée du calcium
extracellulaire (Salmon et Honeyman, 1980; Putneyale 1980), et régule différentes
protéines de signalisation, y compris plusieurdgines kinases et phosphatases (English et
al., 1996). L'acide phosphatidique est aussi uniagar de certaines voies de signalisation de
la cellule associées a l'oncogeneése. |l s'agitrmoiant de la voie Ras / Raf / ERK et Akt /
MTOR (Bonham et al.,, 2003). mTORh@mmalian target of rapamygirappartient a la
famille des phosphatidylinositol-3 kinases et @spligué dans l'initiation de la traduction
chez les mammiferes. mTOR régule la croissance ptdlifération cellulaire via ses cibles
telles que la kinase ribosomique S6K1 et la pretéla liaison au facteur d'initiation de la
traduction E4-BP1 (Chen, 2004). Le PA a été identbmme un activateur mitogénique de
la voie de signalisation de mTOR. Il se lie a lateine mTOR pour initier la synthese des
protéines et génere des signaux de survie darteliedes tumorales du sein (Chen, 2004). I
intervient dans la translocation de la sérine/thid® kinase Raf-1 du cytosol vers la
membrane ou elle est activée par le régulateur mamabe Ras, ce qui va déclencher
I'activation de la cascade de signalisation de MARKogen-activated protein kinas@Rizzo

et al., 2000). Le PA a aussi des fonctions antpsmaues (Deng et al., 2003).
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1.2. Biosynthese des glycérophospholipides

Les glycérophospholipides PC, PE, PS et Pl sorthéyisés sur la surface cytosolique
du réticulum endoplasmique et de I'appareil de Gdlg PG et la CL sont synthétisés dans
les mitochondries. La PE peut également étre géngaéla décarboxylation de la PS dans les
mitochondries (Henneberry et al., 2002). Deux valesbiosynthese sont employées par la
cellule :

» La Voie de Kennedy (synthede nov

» Le Cycle de Land (voie de recyclage)

1.2.1. La voie de Kennedy

La synthése compléetde novo des difféerents glycérophospholipides a partir du
glycérol a été décrite par Kennedy et Weiss il yna cinquantaine d’année (Kennedy and
Weiss, 1956). La premiere étape consiste en I'ioylalu glycérol-3-phosphate en position
snl (Figure 26). La réaction est catalysée par uneégblsn3-phosphate acyltransférase
(GPAT) qui utilise un acyl-CoA pour produire un @eilysophosphatidique (LPA) ou 1l-acyl-
snglycérol-3-phosphate (Kent, 1995). Le LPA est éesoonverti en acide phosphatidique
(PA) par une acylation en positisn2 Cette réaction est catalysée par une l-acylghxsé¥
3-phosphate acyltransférase (AGPAT) également éppsisophosphatidic acid
acyltransferase(LPAAT). L'acide phosphatidique formé suite a eet€action occupe un
point central dans les voies de biosynthése dedeBp Il peut étre converti en cytidine
diphospho diacylglycérol (CDP-DAG), le précurseerld biosynthése de la PS, du PI, et du
PG, lui-méme précurseur de la synthése de CL. idtarement I'acide phosphatidique peut
étre déphosphorylé en produisant un diacylglycdeoprécurseur du triacylglycérol (TAG),
de la PC, et de la PE. La PE peut aussi étre coewar une PS (Coleman and Lee, 2004).

1.2.2. Le Cycle de Land

Les glycérophospholipides sont d’abord synthétissss la voiele novoet ensuite la
composition des acides gras situés en posisiod peut étre modifiee dans la voie de
recyclage par lI'action combinée de la phospholipaset de différentes lysophospholipide
acyltransférases (LPLAT) (Land, 1958). Il s’agitudé réaction bidirectionnelle ou des
lysoglycérophospholipides sont convertis en glypBospholipides etice versgFigure 26).
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La voiede Kennedy Le cycle de Land
(Synthése de novo) (La voie de recyclage)
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Figure 26 : Les voies de biosynthése des glycéropipholipide

Les glycérophospholipides sont d’abord synthétjsésla voie de syntheske novo(La voie
de Kennedy) et ensuite modifiés par la voie deadlege (Le cycle de Land). Les fleches

rouges indiquent les réactions catalysées pardg@fransférases et les vertes celles réalisées
par les PLA(d’apres Shindou et Shimizu, 2009).

1.3. Les membres de la famille Agpat

L’alignement des séquences d’acides aminés enfférafites acyltransférases du
métabolisme des glycérophospholipides a révélérguagions (motifs d’acyltransférases I-
IV : NH-(X)4-D (motif 1), GVIFIDR (motif 1), EGTR (motif IIl), et IVPIVM (motif 1V))
bien conservées entre diverses especes hormidaleeP (Tableau 2) (Lewin et al., 1999).
Plusieurs acides aminés invariables ont été idéstifans ces motifs. Ils ont un role potentiel
dans la fonction catalytique de I'enzyme (dansnhegifs I, Il et IV) ou dans la liaison du
substrat (dans les motifs Il et Ill). Cette hypathéa été appuyée par les résultats des études
de mutagenese dirigée sur GPAT chez E. coli (Leawvial., 1999) et sur la GPAT1 de souris
(Dircks et al., 1999).
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Block | Block Il Black 1N Block IV | Accession
GPAT 303 348 382 417
E. coli VPCHRSHMOYLLL |GAFFIRE | YFVEGGRSRTGR| ITLIPIVI | 130326
H. influenza VPCHRSHIDYLLL |GAFFIRR|YFIEGGESETGR| ISIVEVYV | 1172533
M. tuberculosis AFSHESYLDGMLL [GAIFIRE|WSIEGGETRIGK | VYLVFTSI | 2721522
C. elegans ICLHRSHLDILEM |MTIFIRR | FFLEGTRERFGE] ISTIPVVE | 1458332
M. musculus LEVHRSHIDYLLL |GGFFIRR| IFLEGTRSREGK| ILVIPVGI | 2498786
R. norvegicus LPVHESHIDYLLL |GGFFIRE| IFLEGTESRSGK| ILVIPVGI | 2444459
LPAAT
E. coli TANHOMNYDMYTA | GHMLLLDE | MFPEGTESE. GR| VPIIPVCV | 1789395
5. typhimurium TANHMNYDMVTA |GHNLLIDR|MFPEGTESRE .GR| VPIIPVCV | 154236
H. influenzae IGNHOMMYDMVTL |GNIFLDR |MFPEGTEMR .GR| VPIIPVVC | 1573737
M. genitalium VANHESHNLDPLVL |DCVFIDR|VFAEGTRIL . S| VPILPVSI | 1045898
5. cerevisiae TANHOSTLDIFML |GTYFLIR|VFPEGTRSTSEL] IPIVPVVY | 464422
C. elegans ICHNHOSSLDILEM|NTIFIDR | VFPEGTRHNREGG| IPTIRVVE | 1403001
M. musculus VENHOSSLDLLGM|GIIFIDR | VFPEGTRNHNGS| VEPIIPIVE | 2467310
H. sapiens alpha VSMHOSSLOLLGM|GVIFIDR|VFPEGTRNHNGS| IPIIPVVE | 2155238
H, sapien beta VENHOQSILDMMGL |GYEFFINE| IYPEGTRHDNGD] VPIVEVVY | 2155240
DHAPAT (H. sapiens) | LPSHESYIDFLML |GAFFMER|FFLEGTRSESAK] TYLVPISI | 3258645
LPEAT (E. coli) TPNMHVSFIDGILL IFFEGTRITTTG| ATVIPVRI | 290403
GPAT consensus Q==HRS~plpn=-|G=pFIRR|pFpEGTRERE-GK| oonpFpop
LPAAT consensus @-HHOS -oDpp-~|G-pFIDR|pFPEGTE - - <G~ | pPppPoop

Tableau 2 : Les motifs conservés dans les différest acyltransférases
Tableau réalisé en utilisant I'algorithme Clusta{illaprés Lewin et al., 1999)
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1.3.1. Fonctions des différents membres de la fatalAgpat

Les membres de cette famille peuvent étre clagsésnetion de leur activité dans les
groupes ci-dessous (Shindou et Shimizu, 2008 ; ikhsla et al., 2008). Plusieurs de ces
enzymes, initialement appelées Agpat en raisonedes lhomologies de séquence, se sont

avérees catalyser d’autres réactions (Figure 27).

Enzymes de la voie de Kennedy :

. GPAT (glycérol-3-phosphate acyltransféra(es Gpatl
Gpat2
Gpat3 (= Agpatl0)
Gpat4 (= Agpat6)
. LPAAT (acide lysophosphatidique acyltransférgses Agpatl
Agpat2
Agpat3 (également LPIAT)
Agpat5 (également LPEAT)

Enzymes du cycle de Land :

. LPLAT (lysophospholipid acyltransférages

LPEAT (lysophatidyléthanolamine acyltransféraseégpat7 (= Lpcat4 = Aytl3)

LCLAT (lysocardiolipine acyltransférasgs Agpat8 (= Lycat = Alcat = Lclatl)

LPCAT (lysophosphatidylcholine acyltransférasedgpat9 (= Lpcatl = Aytl2)
Agpatll (= Lpcat2 = Aytll =
LysoPAFAT)

LPGAT (lysophosphatidyglycérol acyltransférasd_pgatl

. Activité inconnue : Lpcat2b (= Aytl16 = AT like 1B)
Agpatd
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/ La voie de Kennedy (synthése de novo) \

Glycérol 3 -phosphate
l GPAT (AGPATG, AGPAT10)
Acide lysophosphatidique
lAG PAT (AGPATI, AGPAT2, AGPAT3, AGPATS)

Acide phosphatidique

/\ Cytidine diphospho

Diacylglycérol diacylglycérol

&osphatidylethanolamine Phosphatidylinositol
LPEAT LPIAT
(AGPAT7, AGPATS)

(AGPAT3)
Lysophosphatidylethanolamine

Lysophosphatidylinositol

\ Le cycle de Land (La voie de recyclage) )

Figure 27 : Les fonctions de différents membres dda famille AGPAT dans la
biosynthese des glycérophospholipides
Les différentes enzymes nommées AGPATSs interviengerifférents niveaux dans la

by

synthese des glycérophospholipides. Ce schéma endmtredondance des AGPATSs, a
'exemple d’AGPAT3 et AGPATS.

1.3.1.1. Membres les mieux caractérisés

Agpatl et Agpat2 sont les mieux caractériséesuetdetivite AGPAT est bien décrite.
AGPAT1 possede quatre régions hydrophobes qui piemtr correspondre a des domaines
transmembranaires potentiels (Aguado and Campb@88 ; Leung 2001). Une topologie
détaillée et des études de mutagenese suggéerenmadele avec quatre domaines
transmembranaires avec le motif acyltransférasedlisé dans le cytosol et le motif Il situé
dans le lumen du réticulum endoplasmique. Les sot#t IV sont impliqgués dans la liaison
de I'acyl-CoA et dans la catalyse, tandis que lesifs1ll et 11l sont impliqués dans la liaison
du LPA. La localisation des motifs Il et Il danseurégion hydrophobe peut étre nécessaire
pour la liaison des accepteurs d’acyle hydrophoémmashita et al., 2007). L'activité
AGPAT et la localisation d’AGPAT1 dans le réticullendoplasmique ont été confirmés par

surexpression dans des cellules de mammifére esedlie (Aguado and Campbell,
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1998 ; Kume et al., 1997 ; Stamps et al., 1997 st\& al., 1997). AGPAT1 utilise de
préférence certains acides gras (C12-16:0, C16.&;20et C18:3, suivis par C18:0, C18:1 et
C20:4) et a une faible activité avec d’'autres con@26:0 et C24:0 (Aguado and Campbell,
1998 ; Hollenback et al., 2006). En outre AGPAT Litpégalement catalyser la synthése de
LPA a partir de PA, une réaction inverse de I'a®#iAGPAT (Yamashita et al., 2007). Cette
activité réversible pourrait étre impliquée dansdigulation des niveaux de LPA et de PA qui
peuvent agir comme des molécules de signalisaties.etudes de surexpression d’AGPAT1
dans les adipocytes 3T3-L1 et les myotubes C2CHgesant son rdle potentiel dans la
gestion de I'énergie dans le tissu adipeux et lsctayRuan and Pownall, 2001).

AGPAT2 est le seul membre connu de la famille dteg mutations soient
responsables d’'une maladie humaine, la lipodysteogBnéralisée congénitale (Agarwal et
al., 2002). Des souris déficientes pour AGPAT2 egdlement été développées (Cortes et al.,
2009), ce qui fait ’AGPAT2 le membre de la famiigpat dont la physiologie est le mieux
étudiée. La séquence d’acides aminés d’AGPAT2 huenanontre 35% d'identité avec
AGPAT1 (West et al.,, 1997). Le profil d'hydrophabécd’AGPAT2 est similaire a celui
d’AGPAT1, ce qui suggéere qu'il possede des domdia@smembranaires d'ancrage dans la
membrane du réticulum endoplasmique (Eberhardk,e1@07 ; Leung, 2001 ; Yamashita et
al., 2007). La localisation subcellulaire d’AGPAT2ans le réticulum endoplasmique a été
vérifiée (Eberhardt et al., 1999 ; Gale et al., @0Q'activité enzymatique d’AGPAT2 a été
confirmée par surexpression ch&z coli dans des cellules d'insecte et de mammiféere
(Eberhardt et al., 1999 ; Hollenback et al., 200 ;et al., 2005 ; West et al., 1997). Les
préférences de substrat d’AGPAT2 ont été étudidedétall et il a été montré qu’ AGPAT2
possede une spécificité de substrat stricte psurPA (Hollenback et al., 2006). Son substrat
préféré est le 1-oléoyl-LPA. Plusieurs acides grasvent étre incorporés, y compris les
acides gras C14.0, C16:0, C18:1 et C18:2, et ub&fancorporation de C18:0 et C20:4 a été
observée.

Bien que d'autres enzymes AGPAT soient égalemgnirages dans le tissu adipeux,
un réle essentiel d’AGPAT2 dans la synthese du Tae@s les adipocytes humains a été
établi a partir d'études de patients atteints pladlfstrophie généralisée congénitale (CGL) et
présentant des mutations dans le géne AGPAT2 (Adaetval., 2002). La CGL est une
maladie autosomique récessive caractérisée parabsence de tissu adipeux depuis la
naissance, une reésistance sévere a linsuline, hymertriglycéridémie, une stéatose
hépatique, et un diabete précoce (Agarwal and GA03 ; Hegele et al., 2007). La plupart
des mutations d’AGPAT2 causant la CGL entrainerd perte quasi-complete de l'activité
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d’AGPAT2 in vitro (Haque et al., 2005). La plupart des tissus adipgscéraux et la graisse
sous-cutanée manquent chez les patients souffrantC@L, mais les tissus adipeux
meécaniques tels que la graisse sous-cutanée @eitagpdes mains, des plantes de pied et du
cuir chevelu ainsi que la graisse des régionsaréidulaires et rétro-orbitaire sont maintenues
(Simha and Garg, 2003). Ceci suggéere que d'autaerines d’AGPAT pourraient étre
actives dans ces tissus adipeux mécaniques.

Le knock-down d’AGPAT2 réprime également I'expressd'autres genes AGPAT
(AGPAT1, 3, 4 et 5) et augmente les niveaux dei@lus especes de phospholipides au cours
de la différenciation des adipocytes. Ces résukaggéerent que ces AGPAT modulent les
taux de phospholipides cellulaires, qui peuventuerf sur la différenciation adipocytaire
(Gale et al, 2006). Les souris knock-out pour AGRAGnt un phénotype qui n’est pas
compenseé par les autres AGPAT, ce qui indique qiPAG2 a un rdle physiologique non
redondant. Elles présentent un défaut de tissteagipous-cutané et intra-abdominal blanc et
de tissu adipeux brun interscapulaire. Chez cegssda graisse représente seulement 2% de
la masse corporelle contre 25% chez les sourisaggsv 80% des souriceaux déficients pour
AGPAT2 meurent a 'age de 3 semaines, probablecibgperglycémie et/ou d’hypothermie
(Cortes et al., 2009).

Une surexpression d’AGPAT2 a été observée dansaigsrtcancers humains
(leucémie, lymphome non Hodgkinien, myélomes migdsip cancer de l'ovaire, cancer de
I'endomeétre), et son inhibition spécifique a étadite comme thérapie potentielle. Les
inhibiteurs d’AGPAT2 induisent un arrét de croissan'apoptose ou la nécrose dans diverses
lignées cellulaires tumorales (Coon et al., 20D8yvas et al., 2006 ; Hideshima et al., 2005 ;
La Rosée et al., 2006 ; Pagel et al., 2005 ; Sptirg al., 2005). L'activité antitumorale des
inhibiteurs d’AGPAT?2 a été démontrée chez des sopoirteuses de tumeurs (Pagel et al.,
2005 ; Springett et al., 2005). Il a été montrézcleexénope que les inhibiteurs d’AGPAT?2
bloguent les voies Ras/Raf/ERK et inositol-3-phadplkinase/Akt, ce qui suggére que le PA
produit par AGPAT2 est impliqué dans ces voies (Cetoal., 2003).
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1.3.1.2. Membres présentant les homologies les plostes avec Agpat4

Agpat3, Agpat8 (Lclatl) et Agpat5 sont les homokegyles plus proches d’Agpat4
(Figure 28).

)
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Figure 28 : Arbre phylogénétique de différents memies de la famille AGPAT chez la
souris

Cet arbre a été généré a partir des séquencesgpeséde touts les membres conus de la
famille Agpat par la méthode « Neighbor-Joininges séquences ont été alignées par le
logiciel ClustalW. Cent « bootstraps » ont étéiséal

Agpat3 est présente dans le réticulum endoplasmitigeveloppe nucléaire et
I'appareil de Golgi (Prasad et al., 2011 ; SchreidBrown, 2009). La topologie d’Agpat3 est
semblable a celle d’Agpatl. Agpat3 possede deuxatftes transmembranaires. L'un d’eux
sépare les motifs | et Il, qui constituent des does fonctionnels essentiels pour l'activité
enzymatique. Le motif | (domaine catalytique pd}ast situé dans le cytoplasme et le motif
Il (domaine de liaison putatif) est dans le lumenréticulum endoplasmique et de I'appareil
de Golgi (Schmidt et al., 2010). D’aprés Schmidtakt (2010) le motif Il recouvre
partiellement le premier domaine transmembrandipoerrait donc lier des substrats dans la
membrane et les canaliser vers le motif |. Agpai@rmit également avoir des activités des
deux c6tés de la membrane, comme le transfert li@meas acyle d'un feuillet a l'autre. Le

substrat préféré d’Agpat3 est le 1-oleoyl-LPA et stonneur d’'acyle préféré est I'oléoyl-
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CoA. Néanmoins elle peut utiliser d’autres substmme la LPC, la LPS et le LPI avec
I'arachidonoyl-CoA comme donneur d’acyle (Prasadakt 2011 ; Yuki et al.,, 2009),
indiqguant son double réle dans la vode novo et le recyclage de synthese des
glycérophospholipides.

AGPATS est présente dans le réticulum endoplasmiemveloppe nucléaire et les
mitochondries (Prasad et al., 2011). Sa préférateesubstrats est similaire a celle
d’AGPAT3, mais elle peut également acyler la LPEn® ce cas, elle incorpore C18:1
préférentiellement a C20:4.

AGPATS8 a seulement 20% de l'activité spécifique @PAT2. En revanche il a été
démontré qu'AGPAT8 possede une activité acyl-Cogabardiolipin acyltransférase
(ALCAT) (Cao et al., 2004 ; Agarwal et al., 200&n réponse a un stress oxydant, AGPAT8
catalyse le remodelage des cardiolipines, ce quidwi® a un dysfonctionnement
mitochondrial et a une résistance a l'insulinediLal., 2010). AGPATS8 catalyse également
I'acylation de précurseurs de la cardiolipine (€Egal., 2009).

AGPAT4 partage le plus grand pourcentage d’homel@gb,1%) et d’identité (61,4)
avec AGPAT3 (Lu et al., 2005 ; Prasad et al., 20Klke jour les seuls travaux publiés
portant sur l'analyse de l'activité enzymatique gpat4d sont ceux de Lu et al., 2005.
L’activité enzymatique d’Agpat4 a été analysée ddesx modeles différents : un systeme
d’expressionin vitro utilisant des lysats de réticulocytes de lapinresysteme d’expression
in vivo utilisant la lignée de cellules COS-1. Umdivité AGPAT n’a été observée que dans
le premier des deux systéemes. Elle était moinsed dbis plus élevée que celle du témoin,
alors que l'activité d’Agpat2 était plus de qudwes plus forte que celle du témoin. L'activité
AGPAT d’Agpat4 n’est donc pas bien établie.

1.3.2. Profil d’expression des Agpats 1 a5 et 8

Le profil d’expression des membres de la famillepAiga été étudié a I'échelle des
ARNmM. AGPAT1 est exprimée de facon ubiquitaire (et al., 2005). L'expression
d’AGPAT?2 a été détectée surtout dans le tissu adipéscéral blanc et brun, le foie, le coeur
et le pancréas, avec des niveaux modérés dansukedas, les poumons, l'intestin gréle, les
reins, la rate et des niveaux bas dans le cenleaplacenta, et la graisse sous-cutanée
(Eberhardt et al., 1997 ; Lu et al., 2005 ; Vergeeal., 2006 ; West et al., 1997). AGPAT3
est exprimée de fagon ubiquitaire avec un niveas glevé dans les testicules, le pancréas et

les reins et un niveau légérement plus bas darsdales poumons, le tissu adipeux et le foie
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(Lu el al., 2005 ; Prasad et al., 2011 ; Yuki et &009). Contrairement a AGPATS3,
I'expression I’AGPAT4 est spécifique de certaigsus. Son expression est maximale dans le
cerveau (Lu et al.,, 2005 ; Prasad et al., 2011)piddil d’expression d’AGPAT5S est trés
similaire a celui d’AGPAT4, mais c’est dans lestilrdes et la prostate que son expression
est la plus forte. AGPATS8 est principalement exgéndans le coeur, le rein et le muscle
squelettique, ainsi que le cerveau, le placentbipgstin gréle (Agarwal et al., 2006 ; Wang
et al., 2010). Ces données montrent un recouvremgdrtant des profils d’expression des

différentes Agpat.

2. Catécholamines

Nous nous sommes intéressés aux catécholamine$exaression d’Agpat4 a été
identifiee comme enrichie dans I'aire tegmentaeatrale et de la substance noire compacte,
deux régions catécholaminergiques du cerveau (Bro@t al., 2008). Les catécholamines
sont des composés organiques comportant un noy@choh (noyau benzénique portant deux
groupements hydroxyles adjacents en positions 8),equi ont des effets physiologiques
importants en tant que neurotransmetteurs et hamohlles comprennent la dopamine,

['adrénaline et la noradrénaline.

2.1. Sites de synthése et principales fonctions

2.1.1. La dopamine

La dopamine, précurseur de l'adrénaline et de tadnénaline, intervient dans le
systeme nerveux central dans diverses fonctiongritaptes, telles que le comportement, la
cognition, la régulation du mouvement, de I'humedg Iattention, et des fonctions
végétatives. Sa synthése a lieu dans les neurapEsnihergiques qui forment dix noyaux
dopaminergiques numérotés de A8 a Al7 (Marin et28l05). Environ 90% de neurones
dopaminergiques sont localisés au niveau de troysaux mesencéphaliques (A8 - le noyau
rétro-rubral, A9 - la substance noire et A10 -reaiegmentaire ventrale). Cing noyaux sont
situés dans le diencéphale (A1l a A15) et les aueeirones dopaminergiques sont localisés
dans le tubercule olfactif (A16), et dans la rét{@d7) (Marin et al., 2005). Les noyaux

dopaminergiques du meéséncephale forment trois regstéprincipaux de projections
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dopaminergiques: le systeme nigrostrié, le systardsolimbique et le systéme mésocortical
(Maharajan, 2001).

2.1.1.1. Systéme nigrostrié

Le systeme nigrostrié est constitué des projectdmmEaminergiques de la substance
noire compacte (A9) vers le striatum dorsal (nogaudé et putamen) et le globus pallidus
(Feldman et al., 1997). Cette voie est impliquéasdil boucle motrice décrite dans le
chapitre 1l (Figure 20). Elle participe a la régtbn de la motricité volontaire, et sa
dégenérescence entraine la maladie de Parkinson.

La maladie de Parkinson a été décrite par un medecdonien, Sir James Parkinson,
comme « paralysie agitante » (Parkinson, 1817).stCi;me maladie fréquente dont les
symptdmes apparaissent entre 45 et 55 ans poud@/d€ la population. Le pourcentage
atteint 4/1000 aprés 85 ans. Les symptdmes mossursractérisent par des tremblements
plus ou moins prononcés au repos, une lenteur senab de mouvements volontaires, une
rigidité, une instabilité posturale et des périodesblocage moteur. Parmi les troubles non
moteurs, on retrouve des perturbations olfactivé¥)% des cas), des troubles
gastrointestinaux, vésico-sphinctériens (dans pleisr0% des cas), mais aussi un déficit
cognitif. Dans plus de 40% des cas, les patientkinsoniens souffrent de douleurs
chroniques (Ford, 2010).

Les mécanismes impliqués dans le processus neunogiegif de la maladie de
Parkinson ne sont pas encore bien compris. Plssigeémes ont été incriminés a partir de
I'analyse génétique de rares formes familialesmPaes genes, certains sont associés a des
formes dominantes (alpha-synucléine, LRRk2/dareribautres a des formes récessives de
cette maladie (Parkin, DJ-1) (Harvey et al., 208&ada et al., 1998 ; Polymeropoulos et al.,
1997). Cependant aucun de ces génes n'est respmadabseul de la maladie.

Les symptdbmes moteurs de la maladie de Parkinsart eesentiellement la
conséquence d'une dégénérescence du systeme depgique nigro-stri§Bohnen et al.,
2007), qui entraine une dérégulation de la bouabtrioe des ganglions de la base. Les
neurones dopaminergigues de la voie nigro-striégpjettent sur les parties dorsolatérales
(motrices) du striatum sont plus affectés que cegui projettent sur les zones ventrales
(cognitives) (Hirsch et al., 1988). Les voies méswique et méso-corticale sont également
atteintes. Elles peuvent jouer un rble dans la &ion des troubles cognitifs et certains
aspects de I'akinésie (Javoy-Agid and Agid, 1983t n et al., 1982).
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Cette maladie est également caractérisée pardemré d'agrégats d’alpha-synucléine
formant des inclusions éosinophiles cytoplasmiguésneuronales, les « corps de Lewy »
(Spillantini et al., 1998). Au stade préclinique da& maladie, les inclusions sont
majoritairement localisées au niveau du bulbe tffat du pont et les patients souffrent de
troubles de l'olfaction, de constipation, de tragotles fonctions autonomes et de troubles du
sommeil. Ensuite, les corps de Lewy se dévelopdans la substance noire et on constate
I'apparition des troubles moteurs. Dans les desngsides le néocortex est également atteint
ce qui se manifeste par des troubles cognitifsadBet al., 2002).

A ce jour il n'existe pas de traitement curatifpméventif. Le traitement le plus utilisé
est la « dopa thérapie » qui consiste a 'admatisin de L-DOPA (levodopa), le précurseur
de la dopamine capable de passer la barriere h&anagphalique. Cela permet de compenser
la déplétion dopaminergique dans le systeme nercemtral en rétablissant le taux de la
dopamine circulant. En revanche ce traitement rpest efficace a long terme, et provoque

des complications motrices.

2.1.1.2. Systéme mésolimbique

Ce systeme prend son origine a partir des neurologaminergiques de l'aire
tegmentaire ventrale (A10) qui projettent sur lganoaccumbens, le bulbe olfactif, ainsi que
des structures limbiques telles que le noyau bt&salade I'amygdale et I'hippocampe (6,7)
(Dalhstrdbm et Fuxe, 1964). Cette voie participe ea mbmbreuses fonctions essentielles
comme la motivation, la cognition, la mémoire espect émotionnel de I'apprentissage. Elle
est associée a la production des émotions inteisEyvees chez des patients schizophrenes
(van Os et Kapur, 2009), au systeme de récomperisq, la dépendance aux drogues
(Feldman et al., 1997). Le systeme de recompens®estitué de trois composantes :

- affective : notion de plaisir ou de déplaisis@sé a un stimulus
- motivationnelle : motivation pour obtenir lesognpenses ou éviter les stimuli aversifs
- cognitive : apprentissage, éducation

La dopamine agit principalement sur la composantdivetionnelle et est surtout
déterminante dans le repérage de récompenses’pmanisme. Elle participe en effet a la
mémorisation inconsciente d’indices associés awom@enses. En situation normale, ce
systeme sert a fournir la motivation nécessaire aomportements de survie (comme
'alimentation et la reproduction), et renforce ebnditionne ces comportements par

l'intermédiaire de l'activation « de sensationgldésirs ». Dans I'état addictif, il semble que
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le systéme de récompense soit détourné et modiftmportement. Ce détournement peut
s’expliquer de plusieurs fagons suivant le prodmédicaments ou drogues) et son mode de
fonctionnement. lls provoquent tous, de facon d&recu indirecte une augmentation de
dopamine dans le cerveau.

Nous pouvons distinguer deux sortes de droguesdriegues qui agissent directement
au niveau de la synapse dopaminergique (cocainghé&amine), et les drogues qui agissent

indirectement (opiacés, nicotine, alcool) (Figugg. 2
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Figure 29 : La synapse dopaminergique

Schéma illustrant le devenir de la dopamine damelgone présynaptique et dans la synapse.
Créée a partir de la tyrosine, la dopamine intdgsevésicules intracytoplasmiques et est
excrétée dans la fente synaptique. Elle va alofxsesur ses récepteurs (D1 ou D2) puis va
étre recyclée soit par recapture (recyclage ouimdition par la MAO) soit par élimination par
la COMT. Certaines drogues miment les effets deolgamine (exemple de I'apomorphine)
tandis que d’autres empéchent son recyclage ettieranent I'excitation du neurone post-
synaptique plus longtemps (cocaine bloquant lesp@rteurs membranaires de la dopamine
et amphétamine expulsant la dopamine du neurorsymagtique en faisant fonctionner les
transporteurs membranaires de la dopamine en I3eEISe).
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La consommation de cocaine est associée a landgila I'augmentation de I'énergie
et de l'activité motrice, a la sensation intendea d'euphorie (Preti, 2007). Les effets de
renforcement de la cocaine et ses analogues conespt généralement a la capacité de la
drogue d’inhiber le transporteur de recapture dedpamine (DAT). Le blocage de cette
protéine augmente le niveau synaptique de la daopauidns le noyau accumbens et autres
régions du cerveau essentielles a l'euphorie @td@pendance (Ritz et al., 1987). La cocaine
augmente aussi les concentrations synaptiques skrdéonine et de la noradrénaline par le
blocage de leurs transporteurs, résultant en eftetaulants et psychotropes. (Bunney et al.,
1973 ; Kalivas et Duffy, 1991). Le circuit de dédance s'’installe de facon suivante : le
neurone post-synaptique va s’habituer a cette fmteentration en dopamine et synthétiser
de nouveaux récepteurs. Cela aura pour effet d’antgn la sensibilité, ce qui est a l'origine
du phénoméne de manque (Di Chiara et Imperato,)1988retour a la normale ne se fera
gu’'apres une nouvelle prise de cocaine de pluslenimportante et fréquente, le neurone
s’accoutumant toujours a I'augmentation de la cotration.

Au contraire, I'alcool diminue la sécrétion de doypae par le maintien de I'excitation
des recepteurs GABAergiques, ce qui entraine bitibn des neurones dopaminergiques.
Cela a pour effet une somnolence, renforcée patidia identique de l'alcool sur les
récepteurs NMDA du glutamate (Vengeliene et alQ80Dans l'alcoolisme chronique, les
récepteurs GABAergiques et NMDA deviennent moinssig®es et n'assurent plus leur réle
d’inhibition de la sécrétion de dopamine (Lovingesml., 1989) ; de surcroit I'alcool diminue
I'activité de la monoamine oxydase, qui dégradeld@amine. Cela se manifeste par une
agitation et une irritabilité typiques du manquéedila dépendance alcoolique.

Quant a la nicotine, elle se fixe sur le réceptecotinique de I'acétylcholine, ce qui a
pour conséquence une entrée dé dans le neurone dopaminergique qui va dépolaldser
membrane. Ceci entrainera la libération de dopanifidoplichko et al., 1997). La
dépendance s'installe par le fait qu'une fois eéxcftar la nicotine, le récepteur est
temporairement désactivé (Pidoplichko et al., 19%#) fumeur chronique voit alors son
plaisir diminué tout au long de la journée. Uneekegabstinence comme une nuit de sommeil
suffit & réactiver les récepteurs. Il s’ensuit alone hausse anormale d’activité cholinergique

qui se traduit par une agitation et un inconfoitapnduit a une nouvelle cigarette.
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2.1.1.3. Systéme mésocortical

Ce systeme est composé de projections partantaite ftegmentaire ventrale et
innervant le cortex préfrontal, le cortex cingutaantérieur et le cortex entorhinal. Il est
impliqué dans la mémorisation, I'attention, et lmnification de l'action : le systéme
mésocortical joue ainsi un rble prépondérant damgdnctions auxquelles le cortex préfrontal
est associe, parmi lesquelles l'activité locometrila régulation des états émotifs et les
processus cognitifs (Goldman-Rakic, 1995 ; Gorems& al., 1989 ; Ingvar 1985). Un
dysfonctionnement de cette voie pourrait étre adine des symptédmes de la schizophrénie
(comme les hallucinations et les idées déliranfgah Os et Kapur, 2009). Le blocage
pharmacologique de cette voie par des antagonwd@mminergiques de récepteur D2
(neuroleptiques) réduit les hallucinations maissaus fonctionnement global des lobes

frontaux.

2.1.2. La noradrénaline et 'adrénaline

La noradrénaline est un neurotransmetteur du sygstegnveux central ainsi que du
systéme nerveux autonome périphériqgue sympathigjieest synthétisée dans les neurones
noradrénergiques qui forment au niveau du tronélréf sept noyaux: A1 a A3 dans le bulbe
rachidien ; A4 a A7 dans le pont; A6, le locuemrteus, est le noyau noradrénergique le
plus important (Wallace et al., 1992). Les axorsssis du locus coeruleus innervent presque
toutes les parties du cerveau : le cortex cérélbeathalamus, I'hypothalamus, les bulbes
olfactifs, le cervelet, le mésencéphale, et la lea&biniere. Le locus coeruleus est impliqué
dans les processus attentionnels, I'éveil, et lgsles veille-sommeil, le contréle
cardiovasculaire, ainsi que dans l'apprentissade etmoire, I'anxiété, la douleur, 'humeur
et le métabolisme du cerveau (Sasaki et al., 2008).

Le systeme sympathique participe a la mise endtdrte de I'organisme et a la
préparation a l'activité physique et intellectuell@a noradrénaline est synthétisée également
au niveau de la médullosurrénale mais en plusdajbhntité. Son action s’exerce en se fixant
sur les récepteurs alpha et béta adrénergiquesgefééctue entre autres en: facilitant la
transmission de linflux nerveux ; entrainant laseeonstriction artérielle ; augmentant la
pression artérielle (Choudhury et al., 2009).

La noradrénaline est un précurseur de l'adréna{cennue aussi sous le nom

d’épinéphrine). L’adrénaline est synthétisée aleaivdu tronc cérébral par les groupes de
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cellules noradrénergiques/adrénergiques (A1/C1CAP/et adrénergiques (C3). Le noyau
A1/C1 est le noyau le plus caudal du tronc cérébrakprésente environ 70% de neurones
adrénergiques du systeme nerveux central (Howe, et980). Le noyau A2/C2 est situé au
niveau du noyau solitaire et représente environ t@%neurones adrénergiques du systeme
nerveux central (Howe et al., 1980). Le noyau Q@ ésente environ 10% des neurones
adrénergiques du systéme nerveux central.

L’'adrénaline est ausssynthétisée dans la médullosurrénale par les esllul
chromaffines. Celles-ci libérent 'adrénaline démsang ce qui permet d’assurer une réponse
viscérale coordonnée. Elle entraine une accélératio rythme cardiaque, de la pression
artérielle, dilate les bronches et les pupilleléve la concentration du glucose sanguin
(Schneider et al., 2011).

2.2. Métabolisme des catécholamines

2.2.1. Biosynthése

Tous les neurones catécholaminergiques contienaetyrosine hydroxylase (TH),
'enzyme catalysant la premiére réaction de la yits®ese des catécholamines: la
transformation de la tyrosine en L-DOPA (L-dihydypkénylalanine). L’activité de la TH est
limitante pour la biosynthése des catécholaminesgéitsu et al.,, 1989). Son activité est
régulée par des signaux provenant du cytoplasnhe téeminaison axonigue. L’augmentation
de la concentration de dopamine entraine une tibrbide lactivité de la TH.
L’augmentation de la concentration des ions calciam niveau de la synapse stimule
I'activité de la TH.

La DOPA est ensuite convertie en dopamine par |&PB@écarboxylase, qui est
présente en quantité élevée dans les neurones dwrgigues de sorte que la quantité de la
dopamine synthétisée ne dépend que de la dispthithd la DOPA. Une fois synthétisée, la
dopamine s’accumule dans des vésicules synaptigtiem étre libérée au niveau des
terminaisons axonales par exocytose suite a uméeedé calcium provoquée par un potentiel
d’action. Cette libération synaptique permet diaamtides récepteurs dopaminergiques post-
synaptiques, mais aussi des récepteurs situésesuteiminaisons dopaminergiques, dits
autorécepteurs, qui ont une action régulatricdsslibération de dopamine.

Pour synthétiser la noradrénaline, la dopaminepese en charge par I'enzyme

dopamine B-hydroxylase. La synthése de la noradrénaline a lans les vésicules
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synaptiques. La noradrénaline est le précurseufadeénaline, qui est synthétisée par la
phényléthanolamine N-méthyltransférase présente neeau du cytosol des cellules

adrénergiques (Figure 30)
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Figure 30 : Biosynthése des catécholamines
lllustrations des différentes étapes de la syntdésecatécholamines

2.2.2. Dégradation

La dopamine est rapidement recapturée par le toaresp (DAT) situé sur la
membrane des terminaisons présynaptiques (Jaber £097). Les DAT sont exprimés sur la
majorité des neurones dopaminergiques, et leur rmnmfluence la durée d’action de la
dopamine sur ses récepteurs (Ciliax et al., 199@yes recapture elle peut soit étre
réincorporée dans des veésicules synaptiques etétttiisée, ou bien elle est dégradée par la
monoamine oxydase (MAO) qui la convertit en 3,4ydiloxyphénylacetaldéhyde (DOPAL)
puis I'aldéhyde déshydrogénase transforme la DOPABAcide 3,4-dihydroxyphenylacetique
(DOPAC). Cette derniére est ensuite dégradée ee dacmovanillique (HVA) dans le milieu
extracellulaire grace a l'action de la catéchol-@tmyltransféerase (COMT). La COMT peut
aussi dégrader directement la dopamine extracedute 3-méthoxytyramine (3-MT) (Kirov
et al., 1998; Benoit-Marand et al., 2000) (Figui¢. 3

L’adrénaline et la noradrénaline sont égalementati&ges par I'action de la MAO et
de la COMT (Figure 31).
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3. Article N°2

Avant mon arrivée en thése une lignée de sourisidéfes pour le géne d’Agpat4 a
été construite au laboratoire a partir de cellid&sprovenant de linstitut Sanger. Chez ces
souris, le gene d’Agpat4 est invalidé par I'ingamtid’'une cassette degene trap» dans le
premier intron, en amont du codon ATG situé dardeleéxieme exon. Au cours de ma these,
jai localisé précisément le site d’insertion deckssette de gene trap» par séquencage de
’ADN génomique. Cela m’a permis ensuite de megtneplace une stratégie de génotypage
des souris transgéniques par PCR multiplex. Jaledgent vérifié par Southern blot qu'une
seule copie de la cassette s’est intégrée daréntente de ces souris et, par Northern blot, que
I'expression d’Agpat4 est efficacement invalidéai analysé le profil d’expression du gene
rapporteur codant Ig-galactosidase, présent dans la cassettegg@extrap», chez les souris
transgéniques, ainsi que le profil d’expressiongpat4 chez les souris sauvages par RT-PCR
quantitative.

Une éventuelle compensation de I'absence d’Agplaé% ¢tes souris transgéniques par
d’autres membres de la famille Agpat a été envisad@i ainsi procédé a la quantification
des ARNm des paralogues suivants : Agpat3, AgpatBgpat8 (les paralogues les plus
proches d’Agpat4) ; Agpatl et Agpat2 (les Agpats meieux caractérisées) ; Agpat7 (une
lysophosphatidyléthanolamine acyltransférase) g&if-BCR chez les souris transgéniques
comparées aux souris sauvages. Agpat4 étant ulteaasjérase putative, nous avons voulu
évaluer les conséquences métaboliques de sondatiah. Une approche métabolomiguoe
vivo a été employée. Les métabolomes de tissus damselssAgpat4 est exprimée ont été
comparés entre les souris sauvages et transgénidesnalyse non ciblée par spectrométrie
de masse couplée a la chromatographie en phagdeliqqous a permis de détecter des
métabolites provenant de différentes voies métgbe perturbés par I'absence d’Agpat4.

Plusieurs de ces molécules ont pu étre identifigése a la technique MS/MS.
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Abstract

Agpat4 (1-acylglycerol-3-phospha@acyltransferase 4) has been classified into alyaofi
O-acyltransferases involved in the biosynthesis bfcerophospholipids from sequence
homologies, but its physiological role is unknowts. highest expression levels are found in
the brain, in particular in dopaminergic structuogéshe midbrain. Here, we further show that
it is expressed in most central and peripheralctai@aminergic tissues. To investigate the
function of Agpatdin vivo, we generated Agpat4-deficient mice and compdredtetabolic
profiles of their ventral midbrain, striatum andeuhl gland to those of wild-type littermates
using ultra-high performance liquid chromatograpbypled with mass spectrometry. Several
classes of metabolites were perturbed by Agpati€¢idaty. Lysophosphatidylethanolamines
were broadly affected, revealing that Agpat4 may & a lysophosphatidylethanolamine
acyltransferase vivo. Monogalactosylalkylacylglycerol was the most wuiated metabolite
in Agpat4-deficient midbrains, indicating, togethsith the downregulation of a possible
galactocerebroside, that Agpat4 may be involvethencontrol of myelin lipid composition.
Non-lipid metabolites were also affected. Notaldiganges in catecholamine metabolism, in
particular in dopamine and norepinephrine levelstenobserved in the striatum and adrenal
gland of Agpat4-deficient mice, suggesting a pdssitole of Agpat4 in catecholamine

physiology and connecting Agpat4 function to itpession pattern.

Keywords: Agpat; Substantia nigra; Basal ganglia; MetaboloRtgosphatidylethanolamine;

Galactosyl glycerol; Gene trap
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Introduction
Agpat4 (1-acylglycerol-3-phosphat®-acyltransferase 4) has been named after sequence
homologies with members of a family Gkacyltransferases involved in the biosynthesis of
glycerophospholipids, a class of lipids importaat anly for membrane structure but also as
precursors of lipid mediators (Frisardi et al., 2D1This family comprises glycerol-
3-phosphat®-acyltransferases (Gpats) dmoha fideAgpats, whose activities are essential to
the de novo biosynthesis of all glycerophospholipids, and otHgsophospholipid
acyltransferases, which are involved in the turmovkethe fatty acid moiety at then2
position of glycerophospholipids (Hishikawa et €0Q08; Shindou and Shimizu, 2009).
Several enzymes termed Agpats from sequence homaslbgve subsequently been reported
to exhibit other activities. For instance, Agpakagle et al., 2008) and Agpat9 (Cao et al.,
2006) turned out to be Gpats. The Agpat activithgpat4 has been tested in a single study,
both in reticulocyte lysates, where its activitysalass than twice that of the control and less
than half that of Agpat2, and in transiently tracséd cells overexpressing Agpat4, where no
Agpat activity could be detected (Lu et al., 2005&)us the reactions actually catalyzed by
Agpat4 remain unclear.

Scattered information on Agpat4, in particular & IMRNA tissue distribution, is
included in publications on other Agpats (Lu ef 2005a; Lu et al., 2005b; Beigneux et al.,
2006; Vergnes et al., 2006; Prasad et al., 201it)sb far it has not been the subject of a
specific study. These data reveal that Agpat4 haks@nctive expression pattern among
Agpats, with highest mRNA levels in the brain awavllevels in both white and brown
adipose tissues. Within the brain, we have obsetliatl Agpat4 expression is enriched in
midbrain dopaminergic nuclei (Brochier et al., 2)08otably in the substantia nigra pars

compacta, which is selectively affected in Parkinsalisease.
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To investigate the physiological function of Agpadd the significance of its unique
tissue distribution, we generated an Agpat4-daiicreouse line and compared the metabolic
profiles of brain regions (the ventral midbrain ahe striatum) and adrenal tissue between
Agpat4-deficient and wild-type littermates using tradhigh performance liquid
chromatography coupled with mass spectrometry. Goaipe untargeted metabolomic
approaches have been successfully employed toiflemdogenous substrates and possible
physiological functions for lipid metabolism enzysna the whole mouse brain (Saghatelian
et al., 2004; Kopp et al.,, 2010). Here, we showt, tliespite no overt behavioral or
physiological abnormalities, Agpat4-deficient meehibit a metabolic phenotype. Different
classes of metabolites were affected by Agpatdcieity, notably lysophospholipids, lipid
components of myelin and catecholamines. This wprkvides information on the
biochemical activity of Agpatdn vivo and relates its activity to the functions of tisstes

where it is expressed.

Results

Generation of Agpat4-deficient miceTo analyze the function of Agpaid vivo, we derived
Agpat4-deficient mice from a gene-trap ES cell liHemozygous mice were obtained in the
expected Mendelian ratio. They are apparently hgadind their behavior is normal at the
gross level. Both males and females are fertil@ déne-trap cassette integrated into the first
intron of the Agpat4 gene, upstream of the translation initiation codérg. 1A andB),
causing a dramatic reduction in the amount of Adpgattcoding transcripts in these mice

(Fig. 1C).
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Fig. 1. Molecular characterization of Agpat4-deficient mid?A) TrappedAgpat4 allele and
corresponding transcript. Transcribed sequencedepieted by boxes and coding sequences
are shown in blackB) Southern hybridization profile dfpn I-digested genomic DNA from
wild-type, heterozygous and Agpat4-deficient Iitt@tes using the probe shown #).((C)
Northern blot analysis of 25-ug total RNA samplesnf the brains of eight wild-type and
eight Agpat4-deficient littermates using a probeanpassing the entire Agpat4 coding
sequence. A single signal was detected in eachaiaapproximately 2 kb, consistent with the
expected size of full-lengtihgpat4 transcripts. Detailed probe information is provde

Table S18-geo, beta-galactosidaseomycin phosphotransferase fusion gene.
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To assess whether the lack of a conspicuous phematpuld be attributable to
functional compensation by a related protein, wasneed the mRNA levels of Agpat family
members (Agpat3, Lclatl and Agpat5, the closesalpgs of Agpat4; Agpatl and Agpat2,
two  well-characterized lysophosphatidic  acid  aeylsferases; Lpcat4, a
lysophosphatidylethanolamine acyltransferase) inpadrdeficient mice and wild-type
littermates. None of these transcripts was sigaifity upregulated in Agpat4-deficient

samples (Fig. S1).

Agpat4 is expressed in catecholaminergic tissueAgpat4 expression can be detected in
several brain regions. Using quantitative methoas, have previously shown that its

transcripts are particularly enriched in the sufisianigra and ventral tegmental area, two
midbrain dopaminergic structures (Brochier et &Q08). To assess whether Agpat4
expression is a common feature of catecholamineiggaes, we took advantage of the beta-
galactosidase reporter gene included in the gepedassette. As expected, X-Gal staining
was intense in the substantia nigra pars compaudavantral tegmental area of Agpat4-

deficient mice (Fig. &). Strikingly, most central (Fig. S2) and periphgiéig. 2B) sites of

catecholamine synthesis were stained.
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Agpat4 +/+ Agpatd -/-

Fig. 2

Fig. 2. Beta-galactosidase reporter gene expression inatdggeficient mice. A) X-Gal

staining of 300-um coronal brain sections from wiiijde and Agpat4-deficient littermates at
the level of the substantia nigra pars compactac]%Nd ventral tegmental area (VTA). The
cortex (Cx) and hippocampus (Hp) are also staif@dStaining of whole superior cervical
ganglia (SCG; noradrenergic) and 300-um adrenaldg(Aad) sections showing the medulla

(noradrenergic and adrenergic). (Scale bars, 1 mm.)

Lysophosphatidylethanolamine levels are altered inAgpat4-deficient tissues. To
investigate the function of Agpatd vivo, we compared the metabolic profiles of the ventral
midbrain, the striatum, which is the target of mlgdopaminergic neurons, and the adrenal
gland between Agpat4-deficiermt € 8) and wild-type littermatesi& 8). This analysis was
performed twice independently on different samplEer each tissue, we selected the
metabolite signals that were consistently found b® among the 100 most up- or
downregulated in Agpat4-deficient mice in both ghod) experiments.

Using this criterion, we observed that glyceroplnadipid metabolism was altered in
all Agpat4-deficient tissues (Table 1). Lysophogjaydethanolamines (LPEs) were
especially affected: LPEs with shot 17 carbons) fatty acid chains were mostly uprdagdla
in Agpat4-deficient mice while LPEs with medium {28 carbons) fatty acid chains were

downregulated (Fig. 3). No major modifications iraaylphosphatidylethanolamine levels
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could be detected (Fig. S4). Since Agpat4 has desoribed as a probable lysophosphatidic

acid acyltransferase (Lu et al., 2005a), we sedrchwe data for putative phosphatidic acids,

but few were found (Fig. S4).

Table 1. Glycerophospholipids affected in Agpat4-deient mice

Upregulated metabolites m/z; retention time Evidence  Tissue
Lysophosphatidylethanolamines
LPE(14:0) CigHioNO,P 424.2439 [M-H]; 10.1 min  MS/MS midbrain, striatum
LPE(16:1) C,HNOP 450.2597 [M-H]; 10.4 min  MS/MS midbrain, striatum
452.2772 [M+H]; 10.1 min MS/MS
Downregulated metabolites m/z ; retention time Evidence  Tissue
Lysophosphatidylethanolamines
LPE(18:2) CyaHNOP 476.2757 [M-H]; 10.8 min  Kendrick  midbrain
LPE(20:1) CysHsoNO,P 506.3227 [M-H]; 12.3 min  MS/MS midbrain, striatum
508.3410 [M+H]; 11.9 min
LPE(20:2) CysHagNO,P 504.3067 [M-H]; 11.7 min  MS/MS midbrain, striatum
LPE(20:3) CysHagNO,P 502.2914 [M-H]; 11.2 min  MS/MS midbrain, striatum, adrenal
504.3075 [M+HJ; 11.0 min
LPE(22:4) C,HigNOP  528.3072 [M-HJ; 11.6 min  MS/MS  adrenal
530.3251 [M+H]; 11.2 min
LPE(22:4-OH)  C,H;eNOgP 544.3001 [M-H]; 10.9 min  MS/MS midbrain
546.3188 [M+H]; 10.5 min
Other glycerophospholipids
LPI(18:1) CoHs101P 597.3012 [M-H]; 11.2 min  MS/MS  midbrain
LPS(22:4) CygHagNOgP 572.2959 [M-H]; 11.5 min  putative midbrain, striatum
LPG(22:6) CogHasOgP 555.2689 [M-H]; 11.1 min  MS/MS  adrenal

Up- or downregulation was assessed by calculativeg ratio of the mean signal

intensity in Agpat4-deficient micenE 8) to that in wild-type littermates € 8). Metabolite

identification was inferred from MS/MS (Fig. S3) dfendrick mass defect analysis
(Table S2; Hughey et al., 2001).
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Fig. 3

Fig. 3. Lysophosphatidylethanolamine levels in the ventratibrain of Agpat4-deficient
mice. Signals corresponding to lysophosphatidylstemines (LPEs) were extracted from
profiling data by Kendrick mass defect analysis b(€&52; Hughey et al., 2001). Bars
represent the average ratio £+ SEM of the signainisity in Agpat4-deficient micenE 8) to
the mean signal intensity in wild-type littermafes= 8). Results are shown for one profiling
experiment for [M-H] signals whose intensity was greater thanihQat least three samples
of either genotype. The data were mean-centerecealdd to Pareto variance before OPLS.

*VIP score > 3.
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Agpat4 deficiency perturbs the metabolism of sevefa lipid classes and of
catecholamines.Agpat4 deficiency had an effect not only on glygrospholipids but also
on other lipid classes (Table 2). As for glycerogtwlipids, the species upregulated in
Agpat4-deficient mice had short fatty acid chaimkile the downregulated species had longer
fatty acid chains. Notably, monogalactosylalkylatyterol (0-16:0/16:0) was the most
upregulated metabolite in both profiling experinggntith intensities 8.3 and 5.4 times higher
in Agpat4-deficient than in wild-type midbrains.versely, several sphingolipids, including
monoglycosylceramide (36:1), a possible galactdwessde, were found to be downregulated

in Agpat4-deficient midbrains.
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Table 2. Other metabolites affected in Agpat4-defient mice

Upregulated metabolites m/z; retention time Evidence  Tissue
Monogalactosylglycerols
monoacyl (0:0/16:0) CyeH50011 537.3253 [M+FA-H]; 11.8 min  Kendrick  midbrain
alkykacyl (0-16:0/16:0) C4oHg:011 761.5738 [M+FA-H]; 20.1 min  MS/MS midbrain
Other metabolites
Adenine CsHsNs 136.0617 [M+H]; 1.1 min standard  adrenal
Norepinephrine CgH1:NOs 168.0661 [M-HJ; 1.1 min MS/MS adrenal
Dihydroxyphenylglycol CgH104 169.0498 [M-H]; 1.5 min putative adrenal
Downregulated metabolites m/z; retention time Evidence  Tissue
Sphingolipids
Sphingosine-1-phosphate(d18:1) C,gH3gNOsP  378.2395 [M-H]; 10.3 min putative midbrain
Sphinganine-1-phosphate(d18:0) C,gH,(NOsP  380.2553 [M-H]; 10.5 min putative  midbrain
Psychosine sulfate(d18:1)  C,H,NO,S 540.2815 [M-H]; 10.4 min putative  midbrain
Monoglycosylceramide(36:1) CyHgsNOyo  772.5917 [M+FA-H], 17.8 min  MS/MS  midbrain
Other metabolites
Dihydrothymine CsHgN,O, 127.5658 [M+H]; 1.0 min putative striatum
Acetylcholine C;H1eNO, 146.1173 [M+HT; 1.0 min MS/MS striatum
Dopamine CsH11INO, 154.0858 [M+HT; 1.0 min standard  striatum
Phosphoy¢-gluconolactone CeH1104P 257.0058 [M-HJ; 1.2 min MS/MS adrenal
unassigned - 495.3058 [M-H]; 14.0 min - striatum

Comments as for Table 1. Adenine and dopamine wergified by comparison with

authentic standards. FA, formic acid.

Apart from lipids, a number of small molecules wealso affected by Agpat4

deficiency (Table 2). In particular, several catdamine-related metabolites showed altered

levels in Agpat4-deficient tissues (Fig. 4), inchglthe neurotransmitters dopamine (detected
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in the striatum but synthesized by midbrain neuraasd norepinephrine (detected in the

adrenal gland).

NE E/NMN MN DHPG MHPG mandelamide
m/z 168.0660 184.0959 198.1115 169.0499 183.0650 152.0700
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Fig. 4

Fig. 4. Levels of catecholamine-related metabolites in a#&ggpdeficient tissues. Bars
represent the average ratio £+ SEM of the signainsity in Agpat4-deficient micenE 8) to
the mean signal intensity in wild-type littermafes= 8). Results are shown for one profiling
experiment. &) Dopamine metabolites detected in the striatumpdbane (DA) was
identified by comparison with an authentic standa8W-Dihydroxyphenylacetic acid
(DOPAC) and homovanillic acid (HVA) are putativehdl data were mean-centered and
scaled to Pareto variance before PLS-DA. *VIP scoB. B) Norepinephrine and
epinephrine metabolites detected in the adrenahdgl&pinephrine or normetanephrine
(E/NMN) and metanephrine (MN) were identified byngmarison with authentic standards,
and norepinephrine (NE) and mandelamide from MS/An&lysis. Dihydroxyphenylglycol
(DHPG) and 3-methoxy-4-hydroxyphenylglycol (MHPGE gutative. The data were mean-
centered and scaled to unit variance before PLS*DAP score > 1.
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Discussion
In this study, we generated mice deficient for Agpaa putative lysophospholipid
acyltransferase mainly expressed in the brainaaadlyzed their metabolic phenotype.

We observed that glycerophospholipid levels weteredl in all Agpat4-deficient
tissues examined. Although Agpat4 has been postuléd be a lysophosphatidic acid
acyltransferase (Lu et al., 2005a), we found thastnof the affected glycerophospholipids
were lysophosphatidylethanolamines (LPEs). A syatemscreening of LPEs in Agpat4-
deficient mice indicated that LPEs with short fadiyid chains were upregulated and LPEs
with medium chains were downregulated. Since skattirated chains tend to be more
common in thesn-1 position and long unsaturated chains ingh€ position (Lands, 2000),
our results suggest that LPEs acylated instié position are upregulated in Agpat4-deficient
mice whereas those acylated in #me2 position are downregulated. LPEs acylated irsth2
position are likely to originate from the hydrolysof diacylphosphatidylethanolamines by
phospholipase Al (Pete et al., 1994). Thereforeprepose that, although the few putative
diacylphosphatidylethanolamines that could be detkcin our dataset were not
downregulated in Agpat4-deficient tissues, Agpatdyncatalyze the acylation of tren2
position ofsnl-acyl LPEs. Other members of the Agpat familyéndeen reported to have a
lysophosphatidylethanolamine acyltransferase agtimbtably Lpcat4 (also termed Agpat7 or
Lpeat2; Cao et al., 2008) and Agpat5 (Prasad gt@l1). Both are expressed in the brain
but, fromin situ hybridization (Lein et al., 2007) and transcripomata (Brochier et al.,
2008) in adult mice, their transcripts do not h#éve same regional distribution within the
brain as Agpat4 transcripts. Here, we showed tlogia#d deficiency was not compensated for
by Lpcat4 or AgpatS overexpression in the ventralidorain, but the
lysophosphatidylethanolamine acyltransferase agtigi highly redundant (Hishikawa et al.,

2008).
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The effect of Agpat4 deficiency on other glycerogbholipids may be accounted for
by connections between their biosynthetic pathw@sndou and Shimizu, 2009). It is also
conceivable that Agpat4 could catalyze the acyfatiba variety of glycerophospholipids, as
described for other members of the Agpat familyKivet al., 2009; Prasad et al., 2011; Zhao
et al., 2009). In particular, very few putative ppbatidic acids were detected in our dataset,
so we cannot exclude that Agpat4 may have a lyssygtaiidic acid acyltransferase activity.

Other lipid classes were found to be affected bgpa4 deficiency. Strong
upregulation of monogalactosylalkylacylglycerol X6:0/16:0) was consistently observed in
the ventral midbrain of Agpat4-deficient mice. Hshbeen characterized in the mammalian
brain (Pahlsson et al., 2001), where it is congidelike other galactosylglycerols, as a minor
component of myelin (Pieringer et al., 1977). Itaisundant in the testis, where it is the
precursor (Honke et al., 1996) and degradationymbfGadella et al., 1993) of seminolipid,
the major glycolipid of mammalian spermatozoa. Thénal step of
monogalactosylalkylacylglycerol synthesis is cataty by ceramide galactosyltransferase
(Fujimoto et al., 2000), which is also responsiolethe biosynthesis of galactocerebrosides,
the most abundant lipids in myelin. Interestinglymonoglycosylceramide (36:1), possibly a
galactocerebroside, was also affected by Agpatitidaty. These observations suggest that
Agpat4 may influence myelin lipid composition anaperties. This effect could result from
connections between glycerophospholipid, galactbgstrol and sphingolipid metabolic
pathways, several of which have been described r@3okskaya et al., 2002; Brice et al.,
2009). The existence of direct biochemical conoestibetween these pathways is further
supported by the fact that the distribution ofyfattid chains between up- and downregulated
species was similar for all lipid classes.

Surprisingly, the levels of dopamine and norepimig@ were altered in the striatum

and adrenal gland, respectively, of Agpat4-deficience. In addition, we showed that the
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Agpat4 gene promoter drove reporter gene expressiamost catecholaminergic tissues.
Altogether, these results suggest that Agpat4 neaywolved in catecholamine metabolism.
Although some lysophospholipid acyltransferases mantess a broad range of substrates,
including proteins (Zou et al.,, 2011), a directeeff of Agpat4 on catecholamines is
improbable given the difference between catechal glycerol-3-phosphate structures.
Moreover, to our knowledge, no natufaacyl derivatives of catecholamines have yet been
isolated. Rather, an indirect relationship betwgbmerophospholipids and catecholamines
should be considered. Acute intraventricular ingciof lysophosphatidylcholine (LPC) has
been shown to increase dopamine levels in thetmatwsm, possibly through its action as a
signaling molecule (Lee et al., 2005). LPC is pal by the hydrolysis of
phosphatidylcholine, which is synthesized by theahylation of phosphatidylethanolamine.
Interestingly, changes in the concentration of ylation markers have been observed in
biological fluids of Parkinson's disease patiefteyama et al., 2000; Obeid et al., 2009).
Therefore, although no differences in Agpat4 gerpression levels have been reported
between Parkinson's disease patients and conMasag et al., 2006; Lesnick et al., 2007),
our results raise the possibility that Agpat4 mégya role in the dopaminergic control of
movement.

In this study, we report on the metabolic alteradicaused by Agpat4 deficiency in
mice. Broad perturbations in lysophosphatidyleth@mme levels suggest that Agpat4 may
act as a lysophosphatidylethanolamine acyltranséenma vivo. Effects on catecholamine
metabolism indicate a possible involvement in daddéamine-mediated functions, in
particular in the midbrain dopaminergic structungbere Agpat4 expression is enriched. The
Agpat4-deficient mouse line that we have generatetstitutes a valuable tool to investigate

these issues.
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Materials and methods
Animals and tissue collectionAll experiments on mice were supervised by an ingator
licensed by the Ministere de I’Agriculture, in cominity with French regulations.
Agpat4-deficient mice were generated from the $amgstitute Gene Trap Resource
ES cell line CC0173. The animals used in this stualy a mixed background of ~ 6.25 % 129
and ~ 93.75 % C57BL/6. Of the 493 mice genotypethsol28 were Agpat4-deficient, 126
were wild-type and 239 were heterozygous.
Fresh tissues were collected immediately aftehandsia. Striatum and ventral
midbrain were dissected from 1-mme-thick slicesiouh coronal matrix (Ted Pella) (Fig. S5).
For Northern blot analysis, a 4-mm-thick block @ning the entire ventral midbrain

(between grooves 7 and 11 of the matrix) was rewchdngem each brain.

Genomic characterization of Agpat4-deficient miceThe exact integration site of the gene-
trap cassette within the first intron of tiAgpat4 gene was determined by Southern blot
analysis and sequencing (Fig. S6). We also verified the cassette integrated as a single
copy (Fig. S7).

For genotyping, we developed a fast and convemertiplex PCR assay using three
primers (forward: 5 GGGCGCTCTGGGACTGA 3;; wild-tgp reverse:
5" ACATTACAGGACCCGTGTCTGA 3’; mutant reverse:
5 ACCAGACTCTCCCATCCACTACTC 3) and two TagMan preb (Life Technologies)
labeled with distinct dyes (wild-type probe: 6FANAAAATTCACCATTATCCCACCG,;
mutant probe: VIC-AACATGTGAGCCGAGGC). Amplificatiomccurs from the forward
and wild-type reverse primers for the wild-typeetd| and from the forward and mutant

reverse primers for the trapped allele, yieldiregpectively, a 81-bp product detected by the
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wild-type probe and a 108-bp product detected Iy rttutant probe. Each individual was

genotyped in duplicate.

Ultra-high performance liquid chromatography coupled with electrospray-LTQ-
Orbitrap mass spectrometry (UPLC-MS). Liquid-nitrogen-frozen ventral midbrains, striata
and adrenal glands from individual mice were homaged in 80 % methanol (500 pl) using
a Precellys-24 device (Bertin Technologies), thentrfuged twice at 18,000 x g for ten
minutes. The supernatants were evaporated and dletspresuspended in 100 pl initial
mobile phase, sonicated for ten minutes and ceged at 18,000 x g for ten minutes.
Samples were randomized and quality controls comigiinternal standards interspersed. Ten
microliters of each sample were injected onto ax2150 mm Hypersil Gold C8 1.9 um
column (Thermo Fisher Scientific) equipped with an-line prefilter (Thermo Fisher
Scientific). Mobile phases A and B were respecyivED0 % water and 100 % acetonitrile,
both containing 0.1 % formic acid. After an isoaattep of 2 min at 95 % phase A and 5 %
phase B, a linear gradient from 5 to 100 % phas@8run over the next 11 min, followed by
12.5 min at 100 % phase B, before returning to 9pttdse A and 5 % phase B for 4.5 min,
leading to a total run time of 30 min. The floweatas 500 pl/min.

The mass spectrometer was an LTQ-Orbitrap (ThenstweF Scientific) fitted with an
electrospray source. Mass spectra were recorded 6to 2000 Th in both the positive and
negative ion modes. In the positive ion mode, tleeteospray voltage was set to 5 kV, the
capillary voltage to 15V, and the tube lens ofteeb0 V. The sheath and auxiliary gas flows
(both nitrogen) were respectively 60 and 10 (aabytrunits) and the drying gas temperature
was 275°C. The same settings were used in theinegah mode, except for the electrospray
voltage, which was set to 3 kV, and the capillanjtage and tube lens offset, which were set

to -10V and -100V, respectively. For collisiorduted dissociation experiments, a

146



normalized collision energy ranging from 15 to 3@swsed and the isolation width was set to

2 (arbitrary units).

UPLC-MS data processing and analysig-or each tissue, raw data were analyzed using the
XCMS software (Smith et al., 2006). The resultimgadet consisted of a matrix with the m/z-
retention time pairs as identifiers and their isign values in each sample. To reduce
background, we selected the m/z signals that wetected in at least five of the eight
samples of either genotype and whose average ityt@émshe wild-type or knockout samples
was greater than 10(negative ion mode), 5 x 10(positive ion mode; first profiling
experiment) or 1 x T(positive ion mode; second profiling experimeand greater than that
in the blank samples1(= 8). The curated matrices comprised between 2a0868,112 m/z-
retention time pairs, depending on the tissue &edexperiment. These data were mean-
centered and scaled to unit or Pareto variance, ititeoduced into SIMCA-P11 (Umetrics)
for OPLS or PLS-DA analysis. Metabolites enrichedthe wild-type or knockout tissues
were selected among the m/z signals whose intemsity greater than 1Qnegative ion
mode), 2.5 x 19(positive ion mode; first profiling experiment) brx 17 (positive ion mode;

second profiling experiment) in at least three daspf either genotype.
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Supplementary Data

Table S1. Probes and primers

Gene

Description

Southern probes Agpat4

p-gal

Capucin

Northern probe Agpatd

A 276-bp fragment of the Agpat4 gene was amplifigdPCR using primers
(5 TTAACAATCGGGCTATGCCTT 3)) and
(5" GACTTCCACGGGAGTGCAAA 3) and subcloned into p@Rlunt-
TOPO (Life Technologies). The resulting construeisvdigested witEcoRl,
yielding a 294-bp probe.

A 827-bpEcoRV-Sacl fragment of the beta-galactosidase transgeneusad
as a probe.

A 1,123-bp fragment of the Capucin gene waaglified by PCR using
primers (5 CCCAAATCTCTTCTTACCCTAGA 3)) and
(5" ACTGTGATGCGAATGTACCC 3') and subcloned into p@Rlunt-
TOPO (Life Technologies). The resulting construetsvaigested witlEcoRI
andBgl |, yielding a 882-bp probe.

A 1,161-bp fragment enconipgshe entire coding sequence of Agpat4 was
amplified by PCR using primers
(5 GATTTATCTCTTGAGAATCCCCACACC 3) and
(5" GTCCGTTTGTTTCCGTTTGTTGTC 3’) and subcloned imi@€R4Blunt-
TOPO (Life Technologies). The resulting construeisvdigested witlEcoRI,
yielding a 1,179-bp probe.

gPCR primers Agpat4

Agpat3

Lclatl

Agpat5

Agpatl

Agpat2

Lpcat4

Ppia

5' CGTGTTCATCGCCTCGG 3
5' GCAGAGTCTGGCATTGATCTTG 3
These primers amplify a fragmentAgpatdexon 2.

5 TCTTCGTGGTGAGCGGGTTA 3
5" CAAGCGGCAGTTGATACGG 3

5" ACTTCCACGTCCAGCGGTAT 3
5" CTTGGTAGAAGGACCGAAGCC 3

5 TGGCTTCCGCTGTATGGGT 3
5 CATTGGTGTTCCTGCGTTCAC 3’

5 AGGTCCTGCCAGATCGTTGT &
5 GTGCGTTTCCGGTCAATG 3’

5" TGTCTGTGATGGCCGACCTG 3
5 CCCATTGTCGTTGCGTGTACC 3

5 GCCTTTGCCCAACAGTTACAG 3
5 GCCACATTTCGGAAGTCAACC 3

5" ATGGCAAATGCTGGACCAAA 3
5 GCCTTCTTTCACCTTCCCAAA T

All probes were random prime-labeled with ¥P]JdCTP. Peptidylpropyl isomerase A
(Ppia) was used as an internal control for real-timentjtative PCR (QPCR) experiments.
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Fig. S1. Expression levels of Agpat family members in Adpdéficient mice. A) mMRNA
levels were measured in the ventral midbrain oesedgpat4-deficient mice and seven wild-

type littermates by real-time quantitative PCRn#ni sequences are listed in Table S1. Bars
represent the average mRNA levels in Agpat4-deftcsamples relative to wild-type controls

+ SEM. Significant differences were assessed usimmpired Student’s t testP= 1.10°. (B)

Phylogram of mouse Agpat family members generatexinfa ClustalW2 (European

Molecular Biology Laboratory-European Bioinformatimstitute) protein alignment.

155



Agpat4 +/+ Agpat4 -/-

Fig. S2

Fig. S2.X-Gal staining of 300-um coronal brain sectioAsH) and 100-um retinal sections
(F) from wild-type and Agpat4-deficient littermaté&ttained noradrenergic structures include:
(A) the solitary-vagal complex (Sol)B) the locus coeruleus (LC) and A5 cell group. Sidin
regions containing dopaminergic cells includg) the retrorubral field (RRF),D) the zona
incerta (ZI) and paraventricular nucleus (P&);the shell of the olfactory glomeruli (GI})
the retina. Note the intense staining of the nuclgithe lateral olfactory tract (LOT) and the
granular cell layers of the main (GrO) and accgsg@rA) olfactory bulbs. The anterior
olfactory nucleus is also strongly stained (notvatp (Scale bars: 1 mm for brain sections;
0.5 mm for retinal sections.)
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Table S2. Kendrick mass defect analysis of ventrahidbrain lipids

Metabolites m/z [M-H]  Retention Exact mass Kendrick Kendrick Kendrick
time mass nominal mass mass defect

Lysophosphatidylethanolamines

LPE(14:0) 424.2437 10.4 min 425.2510 424.7761 424 0.78
LPE(15:0) 438.2608 10.9 min 439.2681 438.7776 438 0.78
LPE(16:0) 452.2772 11.4 min 453.2844 452.7783 452 0.78
LPE(18:0) 480.3071 12.7 min 481.3144 480.7770 480 0.78
LPE(16:1) 450.2595 10.7 min 451.2667 450.7628 450 0.76
LPE(17:1) 464.2761 11.2 min 465.2834 464.7638 464 0.76
LPE(18:1) 478.2928 11.7 min 479.3001 478.7649 478 0.76
LPE(19:1) 492.3061 12.2 min 493.3133 492.7625 492 0.76
LPE(20:1) 506.3223 12.7 min 507.3296 506.7631 506 0.76
LPE(18:2) 476.2754 11.1 min 477.2827 476.7498 476 0.75
LPE(20:2) 504.3074 12.1 min 505.3147 504.7505 504 0.75
LPE(20:3) 502.2910 11.5 min 503.2983 502.7363 502 0.74
LPE(22:3) 530.3224 12.6 min 531.3297 530.7364 530 0.74
LPE(20:4) 500.2765 11.1 min 501.2838 500.7240 500 0.72
LPE(22:4) 528.3068 11.9 min 529.3141 528.7231 528 0.72
LPE(24:4) 556.3379 12.7 min 557.3452 556.7229 556 0.72

Monogalactosylglycerols

(0:0/16:0) + FA 537.3272 12.2 min 538.3345 537.7334 537 0.73
(0-16:0/16:0)+ FA  761.5729 21.2 min 762.5801 761.7286 761 0.73

M/z data and retention times are average valugs &ight Agpat4-deficient and eight
wild-type samples. Metabolites in bold have beeslyaed by MS/MS (Fig. S3).
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Fig. S3. Examples of MS/MS spectra. A structure is proposedeach example. The fatty
acid chain of lysophospholipids has been arbifragoidced in thesn1 position of the glycerol

backbone. Dotted lines indicate the fragmentatitassE(col), normalized collision energy;
FA, formic acid.
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Fig. S4. Levels of putative diacylphosphatidylethanolamieesl phosphatidic acids in the
ventral midbrain of Agpat4-deficient mice. Bars negent the average ratio £ SEM of the
signal intensity in Agpat4-deficient mice £ 8) to the mean signal intensity in wild-type
littermates § = 8). Results are shown for one profiling expentrier [M-H]" signals whose
intensity was greater than °0n at least three samples of either genotype. PE,

phosphatidylethanolamine; LPA, lysophosphatidicaci
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Fig. S5.Dissection of brain regionsA) Fresh brains were placed ventral side up in an ic
cold coronal matrix fitted with grooves spaced om#imeter apart. The rostral-most groove
is indicated by number “1” in the figure. Braincgs were cut by inserting razor blades into
the grooves, then transferred rostral side up drtaps of PBS in an ice-cold disfihe
striatum (St) and ventral midbrain (Mb) were digeddoilaterally using a scalpel as depicted
in (B) and C), respectively. The ventral midbrain contains skhstantia nigra (SN) and the

ventral tegmental area (VTA). (Scale bars, 3 mm.)
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A

gctocagtgatgtagggagagcagggttatcattgaagaccatgagecatcctgtoctggaaggacggogecatctggg
12,335,630

gcgeototgggactgagoggeaagggGATAACGCAGGRARAGARCATETGAGCCGAGGCTTGCCGCCCCTGACTGCA

CTGCACTGAGTAGTGGATGEEAGAGTCTGETACCGCACTGCCGGTTTCCTCCACCATCCCCGCAGCGCAGGECA..

B

WAATCGECCARCGCGOGEEEAGAGECEETTTGCGTATTGEGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGC

12,335,854
GCTCEGGTCGTTCGGCTGCGECEGAGCEETATCAGCTCACTCARAGGCGGTRAatcccaccctcagacacgggtectyg

taatgttgaaggttgttcatggtgggaggggtccogtctgggtcctetttatttacagggagtgtitgtgtecag

Fig. S6

Fig. S6. Integration site of the gene-trap cassette withnfirst intron of theAgpat4gene.
(A) Cassette 5'-junction.B) Cassette 3'-junction. The intron sequence isoimelr case; the
cassette sequence is in capital letters. Numbdes te nucleotide coordinates on mouse

chromosome 17.
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Fig. S7.Determination of the gene-trap cassette copy nunmbAgpat4-deficient mice.A)
Southern blot analysis d&coRI-digested genomic DNA from different mice using@be
for the beta-galactosidase transggigdl) and a probe for the Capucin gene to normétize
DNA input. Probe information is provided in Tablé.SHeterozygous Necdin-mutant mice
(Ndn +/-) have a singl@-gal copy in their genome (Gérard M, Hernandez lewik R,
Stewart CL [1999]. Disruption of the mouse necdame results in early post-natal lethality.
Nat Genet 23: 199-202)B) For each sample, thH&gal signal intensity, as determined by
ImageJ software (National Institute of Health), velagided by the Capucin signal intensity
for normalization. Bars represent the average ratREM of the normalized-gal signal
intensities for the Agpat4 +/- or Agpat4 -/- sangpla = 3) to the mean normalizdgigal
signal intensity for the Ndn +/- samples.
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4. Discussion

Au cours de ce travail j'ai analysé les propriédésme lignée de souris déficientes
pour le gene d’Agpat4. Ces souris sont apparemeettonne santé, fertiles, ne présentent
pas de mortalité précoce ni d’anomalie comporteaienévidente. Il arrive parfois que
I'inactivation d’'un gene par la technique dgene trap» ne soit pas complete (Voss et al.,
1998). Nous avons voulu de ce fait vérifier I'effaité de l'invalidation du géne Agpat4 dans
notre lignée de souris. Le résultat d’'une analyae Northern blot montre que le niveau
d’expression d’Agpat4 est considérablement plusdbldaidans le cerveau des souris
transgéniques que chez les souris sauvages. L@bsinphénotype évident pourrait aussi
s’expliquer par une éventuelle compensation duudéf@gpat4 chez les souris transgéniques
par d’autres membres de la famille Agpat. Nous awionc évalué par RT-PCR quantitative
les taux d’expression de plusieurs d’entre euxteCahalyse ne montre pas de différences
significatives d’expression de ces homologues esigis transgéniques et sauvages. Ceci
suggere soit que le défaut d’expression d’Agpatdesipensé par la surexpression d’autres
enzymes dont nous n’avons pas testé le niveau ssion, soit que les niveaux d’expression
sauvages des enzymes capables de catalyser & onélae(s) réaction(s) qu’Agpat4 sont
suffisants pour compenser son défaut. En effetxidte une grande redondance fonctionnelle
parmi les Agpats (Hishikawa et al., 2008 ; Shindo&himizu 2009).

Le gene Agpat4 présente un profil d’expressionimaigparmi les autres Agpat. En
particulier, il est peu exprimé dans les tissugpeuak blanc et brun (Vergnes et al., 2006).
Dans cette étude, nous avons analysé son profiptéssion grace au géne rapporteur codant
la B-galactosidase, présent dans la cassettegg@extrap», ainsi que chez les souris sauvage
par RT-PCR quantitative. Les résultats montrent exgression dans plusieurs régions du
cerveau (notamment I'hippocampe), et tissus périghés (notamment I'épiderme, les
testicules, les poumons et différents étages de tligestif, en particulier le célon). Une
expression enrichie dans le cerveau, le colonteksicules, les poumons et la peau a déja été
observée auparavant (Lu et al., 2005 (1) ; Lu gt2405 (2) ; Beigneux et al., 2006). En
revanche I'expression d’Agpat4 dans la plupart tiesus catécholaminergiques aussi bien
dans le cerveau (la substance noire, l'aire tegamenventrale, le locus coeruleus, le noyau
solitaire) qu’en périphérie (les ganglions cervicasupérieurs, la meédulla des glandes

surrénales) est un résultat nouveau.
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Agpat4 étant une acyltransférase putative, noussacomparé les métabolomes des
glandes surrénales, du mésencéphale ventral, tisswslesquels Agpatd est exprimé, et du
striatum, qui contient les projections dopaminengi de la substance noire, entre les souris
sauvages et transgéniques. Nous avons constatépenmwerbation du meétabolisme des
glycérophospholipides et plus particulierement dkiicdes lysophosphatidyléthanolamines
dans tous les tissus analysés. L'expression préfélle d’Agpat4 dans le cerveau, un tissu
particulierement riche en phosphatidyléthanolamiresgygere que la principale fonction
physiologique d’Agpat4 puisse étre le remodelage mleosphatidyléthanolamines. Chez les
souris transgéniques nous avons observé que lephlgsphatidyléthanolamines enrichies
dans les tissus transgéniques avaient de courte$nesh d’acide gras portant peu
d’insaturations, tandis que les lysophosphatidgiéttemines appauvries avaient des chaines
d’acide gras plus longues avec plus d’insaturatitees chaines d’acides gras localisées en
positionsn2des glycérophospholipides sont généralement phgules et plus insaturées que
celles situées en positianl Ceci suggere qu’Agpat4 pourrait catalyser undagion en
positionsn2 des lysophosphatidyléthanolamines. Parmi les Agpabhnues, Agpat7 (Cao et
al., 2008) et Agpat5 (Prasad et al, 2011) possédame activité
lysophosphatidyléthanolamine acyltransférase. Lapamsation éventuelle de I'expression
d’Agpat4 chez les souris transgéniques par suresjme des genes de ces enzymes a été
analysée par RT-PCR quantitative, mais nous n'apassvu de différence significative entre
les  souris sauvages et transgéniques. Cependant ediste  d’autres
lysophosphatidyléthanolamine acyltransférases (MBOAMBOAT2, LPCAT3 (Hishikawa
et al.,, 2008)) dont l'effet compensateur éventuelurmit étre testé. Cette fonction
hypothétique pourrait étre confirmée par des erpésasin vitro. Pour ce faire, la protéine
Agpat4 recombinante étiquetée pourrait étre sumega dans des cellules de mammiferes.
Etant donné qu’Agpat4 est une protéine membram@reystéme parait le plus approprié. Il
est d'ailleurs largement utilisé pour des étudeslaires sur d'autres membres de la famille
Agpat (Prassad et al., 2011 ; Agarwal et al., 200@o0 et al., 2008 ; Eberhardt et al., 1997).
L’activité enzymatique serait ensuite testée etisatit un extrait protéique des cellules
transfectées, en présence de lysophosphatidylddmime et d’Acyl-coA synthétiques. Les
métabolites pourraient étre détectés par spectr@rid masse couplée a la chromatographie
liquide.

Les phosphatidyléthanolamines sont enrichies dansefveau. Dans I'hippocampe
elles représentent environ 45% de la totalité desspholipides (Delion et al., 1997). Leur

fonction a été étudiée. Notamment la 1,2-dilinolemyglycero-3-phosphoethanolamine
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améliore la mémoire spatiale, probablement par ack&on protectrice contre la mort
neuronale (Yaguchi et al., 2010). L'influence deillissement sur la composition lipidique de
I'hippocampe a été étudiée chez des rats. Une ebailes phospholipides majeurs
(phosphatidyléthanolamines, phosphatidylcholine$téa constatée tandis que le niveau de
phospholipides mineurs (phosphatidylserines, phatgylinositols et sphingomyélines) est
augmenté (Delion et al., 1997). Le changement damtaposition lipidique de I'hippocampe
induit par I'dge pourrait avoir un effet sur somdtionnement, notamment sur la mémaoire.
Agpat4, qui est exprimée au niveau de I'hippocangmrrait donc avoir un role dans le
fonctionnement de la mémoire via la production Hegphatidyléthanolamines. Les niveaux
de phosphatidyléthanolamines baissent égalementleb@atients de la maladie d’Alzheimer
(Nitsch et al., 1992), ainsi que de la maladie dekiAson (Riekkinen et al., 1975), ce qui
suggere une augmentation de la dégradation desplpbigides membranaires dans le
cerveau au cours des maladies neurodégénératmais évaluer le rbéle potentiel d’Agpat4
dans la mémoire, des tests comportementaux chegolass transgéniques pourraient étre
envisageés, par exemple le test de la piscine deid/eirle test du ¥-maze».

D’autres classes de lipides perturbés chez ledsstransgéniques ont été identifiees
dans cette étude, notamment des glycolipides (@mlxctosylglycérols et un cérébroside
potentiel). La distribution des chaines d’acidessgentre les glycolipides enrichis et diminués
chez les souris transgéniqgues est similaire a celdbservée pour les
lysophosphatidiléthanolamines. Ce résultat suggerg y a probablement une connexion
entre le métabolisme des glycolipides et celui glgsérophospholipides. Cette connexion
pourrait se faire par un ou des substrat(s) comsjua(x deux voies métaboliques. Les
galactosylglycérols et les cérébrosides font paitida composition lipidique de la myéline. II
a été démontré sur I'exemple d’'une leukodystropfue la perturbation du métabolisme
lipidique peut provoquer une production de myélpahologique (Ginsberg et Gershfeld,
1991). L'impact d’Agpat4 sur la composition de mgélet donc sur ses propriétés pourrait
étre analysé chez les souris transgénigues a piaséchelles : histologique, biochimique
(analyse de la composition de la myéline par spettrie de masse), mais aussi a I'échelle

comportementale (recherche d’'un phénotype neumpegi

Une perturbation du métabolisme des catécholandnégalement été constatée chez
les souris transgéniques. Cette observation suggeees connexion inattendue entre le
métabolisme des glycérophospholipides et celui demtécholamines. Il s’agit

vraisemblablement d'un mécanisme indirect, car auaérivé O-acyl naturel des
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catécholamines n’a encore été trouvé. Une actidingicte pourrait s’expliquer par le role des
glycérophospholipides dans la signalisation cellel&En effet les lysophospholipides ont des
fonctions variés dans les processus cellulaireammoient comme médiateurs via leur
récepteurs couplés aux protéines G (Makide e2@09). Une autre explication possible de ce
résultat pourrait étre I'action directe des lipidesembranaires sur les récepteurs
dopaminergiques.

L’expression d’Agpat4 est enrichie dans les priat@p structures dopaminergiques du
cerveau. Le phénotype dopaminergique des sounsgémique pourrait ainsi étre examiné.
Différentes approches sont envisageables : un@alpghistologique (comptage des neurones
dopaminergiques, analyse morphologique, marquagerecd'ubiquitine et la-synucléine
pour visualiser d'éventuelles inclusions); une rappe comportementale (analyse du
comportement locomoteur (test du rotaroghote test», activité spontanée epenfield) ;
une approche pharmacologique (analyse de l'effetliférents agents pharmacologiques
comme I'amphétamine, qui inhibe la recapture dedpamine, ou I'apomorphine, qui est un
agoniste des récepteurs dopaminergiques D1 et W2lescomportement locomoteur des
souris transgéniques). On pourrait aussi analyasgisouris transgéniques dans le contexte de
la maladie de Parkinson (par exemple en les ttaganMPTP, qui reproduit un phénotype
Parkinsonien). Les mémes analyses histologiqguesmportementales que celles décrits ci-

dessus pourraient étre réalisées sur les sounsgigaiques traitées.
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ABSTRACT

This work concerns the functional study of two gepeeferentially expressed in two
brain regions affected by neurodegenerative dised&Sapucin, a marker of the striatum, a
structure that degenerates in Huntington's diseask Agpat4, a marker of the ventral
tegmental area and thmubstantia nigrapars compactawhose dopaminergic neurons are
selectively affected in Parkinson's disease. Mduses deficient for Capucin and Agpat4
have been generated in the laboratory and during Phl thesis | carried out their
characterization.

As the striatal gene expression of Capucin is Samtly reduced in mouse models of
Huntington's disease, we wished to evaluate itsiples role in the pathogenesis of this
disease. In a collaborative work, we examined ffeceof the knockout and overexpression
of the Capucin gene on the vulnerability of stliaurons to a mutant Huntingtin fragment in
a mouse model of Huntington’s disease. The dates shat Capucin has no significant effect
on the toxicity of the mutant Huntingtin fragmentthe considered model.

The Agpat4 protein has sequence homologies witlitrangferases involved in the
metabolism of phosphoglycerides. | conducted exwasstudies using different molecular
biology techniques, which showed that the Agpatdnegeis expressed in most
catecholaminergic tissues. To determine the endangenactivity of Agpat4 and its
physiological role in the tissues where it is esgesl, | compared the metabolomes of
Agpat4-deficient and wild-type mice tissues by idjehromatography coupled with mass
spectrometry. My results indicate that Agpat4 deficy alters not only the metabolism of
different lipid classes, in particular lysophospiigethanolamines, but also the metabolism

of catecholamines.



RESUME

Ce travail porte sur I'étude fonctionnelle de deyeénes préférentiellement exprimés
dans deux régions du cerveau touchées par dedqmitsoneurodégénératives : Capucine, un
marqueur du striatum, structure qui dégénére atsatrila maladie de Huntington et Agpat4,
un marqueur de l'aire tegmentaire ventrale et desubstance noire compacte, dont les
neurones dopaminergiques sont sélectivement attkirg de la maladie de Parkinson. Des
lignées de souris invalidées pour ces genes orgédtérées au laboratoire et au cours de ma
these j'ai procédé a leur caractérisation.

L’expression striatale du gene de la Capucine &mmificativement diminuée dans
des modéles murins de la maladie de Huntingtons remons souhaité évaluer son role
éventuel dans la pathogenése de cette maladie.d@ofaire, nous avons examiné, dans le
cadre d’'une collaboration, I'effet du knock-outdet la surexpression du gene de la Capucine
sur la vulnérabilité des neurones striataux a agnfrent de la Huntingtine mutée dans un
modéle murin de la maladie de Huntington. Les deam@ontrent que la Capucine n'a pas
d’effet significatif sur la toxicité du fragment ¢ke Huntingtine mutée dans le modéle étudié.

La protéine Agpat4 présente des homologies de séquavec des acyltransférases
impliquées dans le métabolisme des phosphoglyceritiai réalisé des études d’expression
par différentes techniques de biologie moléculgiué montrent que le gene d’Agpat4 est
exprimé dans la plupart des tissus catécholamimpeegi Pour déterminer l'activité endogéne
d’Agpat4 et son rble physiologique dans les tissuselle est exprimée, jai comparé le
meétabolome de tissus de souris invalidées pour dee gd’Agpat4 et sauvages par
chromatographie en phase liquide couplée a la wpeétrie de masse. Mes résultats
indiquent que l'invalidation du géne d’Agpat4 pebtl le métabolisme non seulement de
différentes classes de lipides, notamment les hysgphatidyléthanolamines, mais aussi celui

des catécholamines.



