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Ce manuscrit de thése porte sur I’« Etude structure-fonction du demi-transporteur ABCD2
dans le contexte de 1’Adrénoleucodystrophie liée a I’X ». ABCD2 fait partie de la sous-
famille D des transporteurs ABC, qui compte 3 autres membres : ABCD1 et ABCD3,
localisés dans la membrane peroxysomale, et ABCD4 qui serait situé dans la membrane
lysosomale. De fagon intéressante, la protéine ABCD2 présente une redondance fonctionnelle
partielle avec son plus proche homologue, ABCD]1, associé¢ a I’ Adrénoleucodystrophie liée au
chromosome X (X-ALD). Cette propriété fait du gekiBCD2une cible de choix dans la mise

en place d’une thérapie pharmacologique de I’X-ALD. Le laboratoire travaille déja depuis
plusieurs années a 1’identification de molécules capables d’induire I’expression d’ABCD2 La

mise en place d’une telle thérapie nécessite de définir la fonction exacte du transporteur
ABCD2, et plus généralement, des transporteurs ABCD peroxysomaux. Mon projet de these

qui est bas¢ sur 1’étude structure-fonction d’ABCD2, s’inscrit dans cette optique.

L’introduction de ce manuscrit a pour réle de présenter le peroxysome, I’X-ALD et les
transporteurs ABCD peroxysomaux. Concernant le peroxysome, I’accent est mis sur son role

dans le métabolisme lipidique, et sur les substrats potentiels des transporteurs ABCD
peroxysomaux. Le chapitre 2 sur I’X-ALD aborde les différents phénotypes de la maladie et
tente de faire le point sur la physiopathogenése et les différentes thérapies de I'’X-ALD. Enfin,

le dernier chapitre est consacré aux transporteurs ABCD peroxysomaux. Il s’attache a

décrire la structure des transportedBC et leur mécanisme d’action, le phénoméne de
redondance fonctionnelle existant entre les transporteurs ABCD peroxysomaux et la piste
thérapeutique de I’X-ALD qui en découle, et surtout détaillera le phénoméne
d’oligomérisation des transporteurs ABC. Aprés la présentation des objectifs de mon travalil

de thése, les résultats sont présentés en quatre chapitres. Le premier chapitre évoque la mise
en place des outils de travail. La seconde partie qui a fait ’objet d’une publication dans JBC

intitulée « Substrate Specificity Overlap and Interaction between Adrenoleukodystrophy
Protein and Adrenoleukodystrophy-related Protein », porte sur la caractérisation fonctionnelle
d’ABCD2. Le chapitre 3 concerne le lien entre agencement dimérique et fonction des
transporteurs ABCD peroxysomaux, tandis que le chapitre 4 traite de leur oligomérisation.
Les résultats sont suivis d’une partie "Discussion générale-Conclusion"” et de la bibliographie.

La partie "Matériel et méthodes" est disponible en annexe, ainsi que la revue « Peroxisomal
ABC transporters and X-linked adrenoleukodystrophy » publiée dans médecine/sciences, a

laquelle j’ai participé (Geillon et al, 2012).
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INTRODUCTION
CHAP 1 : LE PEROXYSOME

I. GENERALITES

Le peroxysome est un organite cellulaire avec une simple membrane lipidique, présent dans
toutes les cellules eucaryotes, exceptés les érythrocytes, des,l@wgeésux mammiferes.

Il a été décrit pour la premiére fois en 1954 par Rhodin, sous I’appellation de « microbodies »,

mais son importance physiologique était alors minimisée. En effet, dans les années 1980, avec
la premiere description d’une maladie génétique Iétale associée a une déficience en
peroxysome, son implication dans plusieurs voies métaboliques fut mise a jour, renforcant
I’intérét des scientifiques pour son étude. Le peroxysome comprend une cinquantaine
d’activités enzymatiques et joue un réle important, voire essentiel, dans de nombreux
processus biochimiques, tels queplaxydation des acides gras a trés longue chaine,
oxydation de 1’acide phytanique, la synthése des plasmalogénes et de 1’acide
docosahexanoique, la détoxification du glyoxylate et égalementtddatiéme de 1I’oxygéne.

C’est un organite qui a la particularité de s’adapter, que ce soit en nombre, en taille ou en
activité, aux besoins métaboliques et aux conditions physiologiQi@s: maniere générale,

il mesure de 0,1 a 1um et une cellule comporte de 100 a 1000 peroxysomes. Une vingtaine de
maladies génétiques rares lui ont été associées. Elles sont liées a un défaut de sa biogenése ou
a une déficience en une enzyme. La plus fréquente des maladies peroxysomales est X-ALD
causée par la déficieneea transporteur ABCD1, impliqué dans 1’importation des acides gras

a tres longue chaine.

II. BIOGENESE DES PEROXYSOMES

[I.1. Origine desperoxysomes

Chez les mammiferes, la formation des peroxysomes suit deux voies de biogenese. lIs
peuvent dériver des peroxysomes préexistants et sont alors considérés comme des organites
autonomes se multipliant par croissance et division (Figure 1, Biogénese ayt¢iamthey

et al. 2007). La division des peroxysomes est divisée en trois étdpdsngation des
membranes peroxysomales, la constriction, puis la fission (Schrader et al. 2012). Les
protéines de la famille PEX11 (Peroxine 11) sont considérées comme les acteurs clés de la
division peroxysomale et seraidlides a 1’élongation des membranes et a leur remodelage.

Cependant, la scission finale nécessitdraitervention des protéines DLP (« Dynamin-like
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proteins »). Les protéines PEX11 qui initient la division peroxysomale, permettraient le

recrutement des protéines de la machinerie de division, telles que Fisl et les DLP.

Les peroxysomes peuvent également résdMiare biogenésale nove par bourgeonnement

du réticulum endoplasmique (Figure 1, Biogenése dérivée du réticulum endoplasmique) (Kim
et al. 2006). Dans ce modeteablit d’apres plusieurs études chez la levure, la formation des
peroxysomes débuterait par ’insertion dans le réticulum endoplasmique, de protéines
membranaires peroxysomales (« Peroxisomal Membrane Protein », PMP) synthétisées dans le
cytosol : PEX3, PEX19, PEX16 ou encore PEX13 (Kihal. 2006 Toro et al. 2009 van der
Zandet al. 2010).Chez la levure comme chez I’Homme, le complexe PEX3/PEX19 jouerai

un réle crucial dans le bourgeonnement du réticulum endoplasmique et la formation de
vésicules immatures, contenant une partie des PMP @taah 201Q Agrawal et al. 2011
Schmidtet al. 2012). Apreés bourgeonnement, les vésicules fusionneraient grace a PEX1 et
PEX6 et deviendraient alotes peroxysomes autonomes capables d’importer des protéines

matricielles et membranaires (van der Zabdl.2012).

BIOGENESE
DERIVEE DU RETICULUM
ENDOPLASMIQUE AUTONOME
Insertion PEX19 PEX1 Insertion
de PMP PEX3 PEX6 de PMP @
. :
o
o i
e} Importation de
protéines @
matricielles
Réticulum Vésicules pré-
Peroxysome

endoplasmique peroxysomales

Figure 1: lllustration de la biogenése des peroxysomes.

Les peroxysomes peuvent résulter d’une biogenése de novo, a partir du réticulum endoplasmique.

Cette biogenése nécessite ['intervention du complexe PEX3/PEXI9 lors du bourgeonnement des
membranes et des PEX1 et PEX6 lors de la fusion des vésicules pré-peroxysomales. ySB 1@ ox
peuvent également résulter de la division de peroxysomes préexistant (biogenése autonome). Ce
mécanisme comprend trois étapesélongation des membranes, la constriction, puis la fission, et
nécessite l'intervention des protéines de la famille PEX11, des protéines DLP et de Fisl. [adapté de
(van der Zand et al. 2012)]
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II.2. Synthése et importation des protéines membranaires

Le peroxysome est un organite qui ne contient pas de matériel génétique. De fagon étonnante,
les protéines membranaires sont synthétisée des ribosomes libres, dans le cytosol. Les
PMPs nouvellement synthétisées sont reconnues par PEX19 qui fixe leur séquence
d’adressage au peroxysome, le mPTS (« membrane Peroxisomal Targeting Signal »), et
favorise leur repliement (Jonesal.2004 Shibataet al.2004). Par exemple, les transporteurs
ABCD peroxysomaux ABCD1, 2 et 3 présentent une séquence de 14 acides aminés trés
conservée, (F(F/L)X(R/Q/K)(L/F)(L/I/K)XLLKIL(F/I/V)P) localisée en amont du domaine
transmembranaire (Landgraf al. 2003 Kashiwayameet al. 2007). Cette séquence riche en
acides aminés basiques correspondrait a une séquéadessdge au peroxysome et
permettrait la reconnaissance des 3 transporteurs par PEX19 (Gloextkrdr 200Q
Rottensteineet al. 2004). Au niveau de la membrane du peroxysome, PEX19 interagit avec
la protéine d’amarrage PEX3 (Fanget al. 2004 Matsuzonoet al. 2006), libére la protéine
membranaire par un processus non décrit, puis est recyclé dans le cytosol (Figure 2). Le
complexe PEX19/PEX3 interviendrait donc non seulement dans la forndgiorovodes
peroxysomes, mais également dans 1’importation des PMP aprés leur traduction dans le
cytosol (Schmidet al.2012).

I1.3. Synthése et importation des protéines de la matrice

Les protéines de la matrice sont également synthétisées dans le cytosol, sur des ribosomes
libres et leur importation dans le peroxysome nécessite de hombreuses peroxines. La plupart
des protéines matricielles peroxysomales possedent un signal de typddH&axisome
Targeting Signal ») de séquence SKL, localisé a leur extrémité C-terminale et reconnu par

le récepteur PEX5 (Goulet al. 1989) D’autres posseédent un signal de type PTS2 (séquence
consensus RLXXXXX(H/Q)L ) localisé a leur extrémité N-terminale, qui est reconnu par le
récepteur PEX (Swinkelset al. 1991, Petriv et al. 2004). De maniére surprenante, certaines
protéines ne possédant pas de signal PTS peuvent tout de méme étre adressées au
peroxysome, probablement par interaction avec des protéines matricielles possédant un PTS
(McNew et al.1994).

L’importation des protéines matricielles dans le peroxysome impliguervention d’un
important complexe localisé dans la membrane du peroxysome nommeé importomere, associé
a la machinerie de recyclage du réceptdia €t d. 2011) (Figure 2). La dizaine de peroxines
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constituant limportomére, est organisée en deux sous-compleXescomplexe d’amarrage
constitué de PEX13 et PEX14, et le complexe RING (PEX2, PEX12 et PEX10).

Importation des Importation des protéines
protéines de la matrice membranaires
@
Prise en charge
par le récepteur h

Ancrage a la
membrane

_______

R

Peroxysome

. P Protéine de la matrice a PTS1
® Protéine de la matrice a PTS2

. Protéine membranaire

Figure 2 : Mécanisme d’importation des protéines matricielles et membranaires peroxysomales.
[adapté de (Waterham et al. 2012)]

Etape 1 : Les protéines matricielles et membranaires synthétisées dans le cytosopsaees a la
membrane peroxysomale respectivement par le récepteur PEX5, associé ou non a PEX7, et par le
récepteur PEX19

Etape 2 : Le récepteur chargé est ancré a la membrane, soit via lecsopkxe d’amarrage
constitué de PEX13, PEX14 et PEX17 (pour PEX5 et PEX7), soit via PEX3 (pour PEX19).

Etape 3 : Cette fixation entrain€importation des protéines matricielles dans le peroxysome
(probablement grace a la forman d’un canal constitué de PEX14 et du récepteur PEX5 lui-méme
(Meinecke et al. 201Q)yu !'insertion des protéines membranaires (mécanisme non décrit).

Etape 4: Apres libération des protéines peroxysomales, les récepteurs sont ensuite r@ayslés
cytosol afin de participer a un nouveawt/le d’'importation.

Le mécanisme de recyclage de PEX19 n’est pas connu.

Une fois libre, les récepteurs PEX5 et PEX7 sont ramenés dans la membranesqas-@mplexe
RING, indirectement associé au sausiplexe d 'amarrage, puis mono-ubiquitiylés (Alencastre et al.
2009). lIs sont ensuite renvoyés dans le cytosol grace a la machinerie de recyclage qui @@mpren
ATP-ases (PEX1 et PEX6). Une fois dé-ubiquitss, ils peuvent participer & un nouveau cycle
d’importation (Grou et al. 2012).
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[ll. FONCTIONS REMPLIES PAR LE PEROXYSOME

l1l.1. L’oxydation des acides gras

I11.1.1. La B-oxydation

Le peroxysome joue un réle important dans le métabolisme des acides gras (AG), notamment
au travers de Ig-oxydation qui ressemble beaucoup a celle se déroulant dans la mitochondrie
(Van Veldhoven 201,0Wanderset al. 2010). Néanmoins, les substrats pris en charge par le
peroxysome sont bien spécifiques puisque celui-ci métabolise les AG a trés longue chaine
(AGTCL) saturés et insaturés, les AG méthyésme I’acide pristanique, les précurseurs

des acides biliaires (Ferdinandussel. 2006), les AG dicarboxyliques (Ferdinandussal.

2004), les AG polyinsaturés (Petraatial. 1998) et également les leucotrieneéadinandusse

et al.2002).

- L’activation des acides gras

Avant d’étre pris en charge par la voie de B-oxydation, les AG doivent absolument étre
activés par thioestérification au Coenzyme A (CoA). Cette réaction est assurée par des
enzymes de la famille des acyl-CoA synthétasesiécessite la consommation d’ATP
(Adénosine TriPhosphate). Les AG branchés igis 1’acide pristanique et les AG
polyinsaturés, pourraient étre activés par ACHkAcyl-CoA Synthethase Long Chain 4»)

ou ACSL1, dont la localisation peroxysomale a été montrée dans le foie (eealir2002

Kikuchi et al. 2004). Concernant les AGTLC, ils pourraient étre activés dans le foie et les
reins par ACSVL1 (« Acyl-CoA Synthetase Very Long Chain 1», SLC27A2, FAXF2atty

Acid Transport Protein » 2)), associée au réticulum endoplasmique mais également au
peroxysome (Jansest al.2001).Cette synthétase serait également capable d’activer les AG a

longue chaine (AGLC), ainsi que les AG méthylés et les précurseurs des acides bilaires. |
été montré que dans des fibroblastes cutanés, la synthétase ACSVL5 (SLC27A4, FATP4)
posseéde un rble maje dans D’activation des AGTLC (Jia et al. 2007). Cependant,
I’importance de cette synthétase ne serait pas limitée seulement aux fibroblastes. Elle pourrait
¢galement étre impliquée dans le métabolisme lipidique au niveau du cerveau, de ’intestin,

du foie et de la peau (Mouls@&t al.2003).
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- L’importation des acides gras dans le peroxysome

Dans la membrane peroxysomale, 3 transporteurs appartenant a la sous-famille D des
transporteurs ABC (« ATP-Binding Cassetjgoueraient un role essentiel dans I’importation

des substrats de faoxydation (Moritaet al.2012). ABCD1, 2 et 3 prendraient en charge des
AGTLC, préalablement activés par une synthétase (van Roergtuald 2008). L’enzyme
ACSVL5, qui interagit avec ABCD1 dans le cytoplasme, est une bonne candidate pour

assurer cette étape d’activation (Hillebrandet al.2012).

D’aprés deux études récentes menées chez la levure et la plante, les transporteurs ABCD
peroxysomaux hydrolyseraient les acyl-CoA (avant ou pendant leur transport) en AGTLC
(van Roermundet al. 2012 De Marcos Louseet al. 2013) (Figure 3). Une fois dans le
peroxysome, les AGTLC libres seraient réactivés par une synthétase liée au transporteur,
avant d’étre métabolisés par B-oxydation. Cette synthétase pourrait vraisemblablement étre
ACSVL1, puisqu’elle est localisée I’intérieur du peroxysome (Smitlet al. 2000) et interagit

avec ABCD1 (Makkaket al.2006).

Acyl-CoA
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nnc-ouauoonocuuowamac‘u A A ‘.CQ'OG’QQOQt’tI SO EEEHEES

e eeaaccedcecded B | B AT ecad

( C (e ‘ |
t\it \i‘\l\\‘\l i‘\n¢ s.lxnt\\ () \\\\A\'b\\\\\\‘\')\\huﬂ\t\\
S8 8080088080000 s00sesss L D 10088020300 800 000880880
Peroxysome

7N

Acide Gras libre Acyl-CoA

Figure 3 : Modéle de transport des AGTLC par les transporteurs ABCD peroxysémadix! aprés
des études sur 'import des AGTLC dans le peroxysome, chez la levure et la plante.
[Adapté de (van Roermund et al. 202 Marcos Lousa et al. 2013)]

Les trois transporteurs ABCD peroxysomaux présenteraient des spécificités de substrat
différentes, mais toutefois chevauchantes (Figure 4). ABCD1 serait impliqué dans le transport
d’acyl-CoA a tres longue chaine, saturés et monoinsaturés (van Roeenah@008 van
Roermund et al. 2011). De facon intéressante, ABCD2 présenterait une redondance
fonctionnelle avec ABCDL1. Il transporterait des acyl-CoA a tres longue chaine, saturés,
mono- et poly-insaturés, mais avec une préférence pour les AG polyinsaturés €Gainin

2011 van Roermuncet al. 2011). Enfin, ABCD3 importerait les acyl-CoA a longue chaine
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(Imanaka et al. 1999) ainsi que les précurseurs des acides biliaires (Acide
TriHydroxyCholestanoique, THCA), Acide DiHydroxyCholestanoiqiiHCA), les AG
méthylés (acide phytanique, acide pristanique) (Viesai.2007), et les AG dicarboxyliques
(Kempet al.2011).

AGLC-CoA
THCA-CoA
CD3
e DHCA-CoA
Pristanoyl-CoA
Phytanoyl-CoA

ABCD3

ABCD1 C24:0-CoA ' (-
C26:0-CoA

MBCD1

[3-Oxidation

C18:1-CoA
C20:1-CoA
C22:1-CoA
C20:0-CoA
C22:0-CoA

ATP peroxysome

C22:6-CoA

ABCD2 C24:6-CoA cytosol

Figure 4 : Substrats potentiels des trois transporteurs ABCD peroxysomaux.
AGLC : Acide Gras a Longue Chaine, ATP : Adénosine TriPhosphate, ADP : Adénosine DiPhosphate
[Adapté de (Morita et al. 2012)]

- Les 4 étapes de la f-oxydation

Dans le peroxysome comme dans la mitochondrie, 4 étapes sont nécessaires au
raccourcissement des AGine étape de déshydrogénation réalisée par une acyl-CoA oxydase,
suivie d’une hydratation et a nouveau d’une déshydrogénation (réactions catalysées par la
protéine multifonctionnellekt enfin d’un clivage thiolytique assuré par une thiolase (Figure

5). La B-oxydation des AG saturés s’accompagne de la formation d’acétyl-CoA et raccourcit

leur chaine alkyl de 2 atomes de carbone, tandis que les AG insaturés ou méthylés perdent
trois atomes de carbone sous forme de propionyl-CoA. A la différence de la mitochondrie, le
peroxysome ne permet pas la dégradation totale des AG mais seulement leur
raccourcissement, éventuellem@niu’a la formation d’AG a chaine moyenne. De plus &
oxydation peroxysomale ne s’accompagne pas de la production d’énergie sous forme d’ATP

commec’est le cas dans la mitochondrie.

24



INTRODUCTION
CHAP 1 : LE PEROXYSOME

La présence ou non d’un groupement méthyl sur le carbone a des AG conditionne leur -

oxydation par une batterie d’enzymes différentes (Figure 5).
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Figure 5: La p-oxydation peroxysomale.
La premiére étape de déshydrogénation nécessite l'intervention d’une acyl-CoA oxydase (ACOX)

Chez I’Homme il existe 2 ACOX qui possédent des spécificités de substrat différente€OX1 prend

en charge les AG saturésigtaturés, tandis que I’ACOX2 prend en charge les AG saturés et les AG
méthylés exclusivement de configuration S. Les AG méthylés de configuration R, tels que les
précurseurs des acides bilias, passent au préalable par une étape d’isomérisation catalysée par la
2-méthylacyl-CoA racémase (étape non montrée ici). Il existe 2 protéineomatiltifinelles (MFP,

« MultiFunctional Protein »yui assurent les étapes d’hydratation et de déshydrogénation: MFP1 ou
LBP s’occupe uniquement des AG saturés, tandis que MFP2 ou DBP (« D-Bifunctional Protein »)
s’occupe des AG saturés, insaturés et des AG méthylés sur leur carbone a. Enfin, le clivage des AG
implique deux thiolases différentes : ACAAL (« Acetyl-Coenzyme A Acyltransferase iégrgde
les AG saturés et insaturés, produit de [’acétyl-CoA, et SCPx (« Sterol Carrier Protein x ») qui
dégrade en pluges AG méthylés tels que [’acide pristanique ou les précurseurs des acides biliaires,

en produisant du propionyl-CopAdapté de (Van Veldhoven 2010)]

25



INTRODUCTION
CHAP 1 : LE PEROXYSOME

- Le devenir deacides gras aprées la f-oxydation: la sortie du peroxysome

Aprés un ou plusieurs cycles @eoxydation, les AG raccourcis, ainsi que 1’acétate et le
propionate formés, sont toujours estérifiées au CoA et donc incapables de traverser la
membrane peroxysomale. Toutefois, il existe différentes stratégies pour séparer les AG du
CoA et leur permettre de quitter le peroxysome (Figure 6) (Antoneekal. 2012).L°’AG

peut étre transféré sur une petite molécule tres hydrophile, la carnitine, par différentes
enzymes la carnitine acétyl-transférase (CRAT) quiend en charge 1’acétyl-CoA et le
propionyl-CoA, et la carnitine octanoyl-transférase (CROT) qui est spécifique des AG a
chaine moyenne liés au CoA. Les molécules obtenues sont plus petites et plus solubles que
leurs homologues thioestérifiés et seraient alors capables de traverser la membrane a travers
un canal formé par PXMP2. Aprés leur sortie du peroxysome, les AG liés a la carnitine sont
convertis en acyl/acétyl-CoA par la carnitine acyl-transférase, soit au niveau de la
mitochondrie, soit dans le cytosol. Une deuxieme voie de sortie des produifs-obeyldation
peroxysomale est leur hydrolyse en AG libre et CoA. Cette réaction fait intervenir une acyl
CoA thioestérase (ACOT), dont il existe chez ’Homme 2 membres localisés dans le
peroxysome ACOT4 et ACOT8 (Huntet al. 2012). Apres hydrolyse, les AG libres plus
solubles, seraient capables de sortir du peroxysome par diffusion au travers de canaux, formés

entre autre par PXMP2, mentionné ci-dessus.

111.1.2. L’a-oxydation

Dans le peroxysome, les AG méthylés au niveau du carbone [ sont incapables d’étre dégradés
parB-oxydation. Leur métabolisation passe nécessairement par un cycle d’a-oxydation qui les
raccourcit d’un atome de carbone et les convertit en AG a-méthylés (Wanderst al. 2011)

Cette voie a principalement été décrite pour la dégradation de 1’acide phytanique provenant
essentiellement de 1’alimentation. Avant d’étre a-oxydé dans le peroxysome’acide
phytanique doit étre activé en phytanoyl-CoA dans le cytoplasme. Deux synthétases sont
susceptibles de catalyser cette réaction : ACSL1 (Letvah. 2002) et ACSVL1 (Jansest al.

2001). Le transport de I’acide phytanique dans le peroxysome nécessiterait ensuite
I’intervention du transporteur ABCD3 (Visser et al. 2007). Concernant le phytol, sa
métabolisation aboutit aprés 4 réactions enzymatiques a la formation de phytanoyl-CoA,

directement dans le peroxysome.
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Une fois dans le peroxysome, le phytanoyl-CoA est oxydé par la phytanoyl-CoA hydroxylase.

Le 2-hydroxyphytanoyl-CoA obtenu est alors clivé en pristanal et formyl-CoA par la 2-
hydroxyphytanoyl-CoA lyase (2-HPCL). La derniére étape consiste a convertir le préstana

acide pristanique et impfiic 1’intervention d’une déshydrogénase peroxysomale (Jansest

al. 2001 Ashibe et al. 2007) L’acide pristanique obtenu aprésoxydation de 1’acide
phytanique, est ensuite activé par une synthétase peroxysomale puis dégradé grace a 3 cycles

dep-oxydation.

I11.1.3. La dégradation des acides gras dicarboxyligues

Dans le foie humain, les AGTLC peuvent étre méslifpar ®-oxydation au niveau
microsomal puis dégradés dans le peroxysome par f-oxydation (Sandergt al. 2005). La
synthese des acides dicarboxyliques se déroule en trois étapes. La premiere étape consiste a
convertir le groupement méthyl porté par le carbone o de I’AG, en un groupement hydroxyle.

Cette étape d’hydroxylation fait intervenir deux enzymes de la sous-famille CKFRies
CYP450 : CYP4F2 et CYP4F3B (Sandetsal. 2006). Dans la majorité des ca\@ serait
ensuite oxydé en AG dicarboxylique gracmtervention d’une alcool-déshydrogénase non
identifiée dont I’activité dépend du NAD+ (Nicotinamide Adénine Dinucléotideyt d’une
déshydrogénase (FALDH, « Fatty ALdehyde DeHydrogenase ») (Sastdaks2008). Une
seconde voie minoritaire, impliquerait les 2 enzymes CYP4F2 et CYP4F3B qui catalyseraient
deux réactionsupplémentaires d’hydroxylation de I’AG w-oxydé, afin de synthétiser un AG
dicarboxylique (Sandemst al. 2008). Apres leur synthese, les AG dicarboxyliques pourraient
rejoindre le peroxysome, probablement grace au transporteur ABCD3 (&emh2011), et

étre métabolisés par B-oxydation.De fagon trés intéressante, le mécanisme d’w-oxydation
pourrait constituer une voie de secours chez les patients atiedafd D. En effet, ceux-ci
présentent une déficience e&xBCDJ, qui se traduit notamment par une accumulation
plasmatique et tissulaire d’AGTLC. Cependant, alors que la B-oxydation des AGTLC est
réduitechez les patients atteints d’X-ALD, la B-oxydation des AGlicarboxyliques n’est pas
altérée.Les AGTLC rejoignent trés probablement le peroxysome grace au transporteur
ABCD1, tandis que les AG dicarboxyliques seraient pris en charge par ABCidduction

de la voied’w-oxydation chez les patients présentant une déficiencAB&D1 pourrait
permettre de diminuer 1’accumulation des AGTLC en restaurant leur importation dans le

peroxysome et leur dégradation.
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Figure 6: Schéma globale /a f-oxydation peroxysomatgez /’Homme.

(AGLC : Acide Gras a Longue Chaine, AGTLC : Acide Gras a Trés Longue Chaine, :Dixt@ie
DiHydroxyCholestanoique, THCA : Acide TriHydroxyCholestanoique, BAAT : « Bile Acid-CoA
Amino acid N-acyl Transferase », CRACTarnitine Acétyl-Transférase, CROTarnitine Octanoyl-
Transférase, ACOTAcyl-CoA Thioestérase). [Adapté de (Hunt et al. 20G8np et al. 2011)]

28



INTRODUCTION
CHAP 1 : LE PEROXYSOME

l1l.2. La synthése de lipides

111.2.1. Synthése d’acides gras polyinsaturés

Parallelement a son role dans la dégradation des AG a tres longue ch@hosydiation
peroxysomale est également impliquée dans la synthése d’AG polyinsaturés, tels que 1’acide
docosahexanoique (C22:6 n-3, DHA) (Ferdinandessa. 2001, Su et al. 2001) ou encore
I’acide arachidonique (C20:4 n-6, AA). Les AG polyinsaturés sont des constituants essentiels
des membranes, surtout au niveau cérébral, mais aussi des précurseurs des eicosanoides et des
docosanoides. lls sont produits a partir de deux AG provenant essentiellement de
I’alimentation, 1’acide a-linolénique (C18:3 18) a I’origine du DHA, et I’acide linoléique

(C18:2 né) qui permet la formation d’AA. Leur synthése implique plusieurs étapes
successives d’¢longation et de désaturation dans le réticulum endoplasmique, suivies d’un

cycle dep-oxydation dans le peroxysome (Petrehial. 1998). Les enzymes de la voie ftie
oxydation impliquées dans la synthése des AG polyinsaturéslza60X1, MFP2 et les 2
thiolases SCPx et ACAAl (Figure) SFerdinandusset al. 2001 Van Veldhoven 2010)
L’importation des précurseurs dans le peroxysome ferait inteteetmainsporteur ABCD2

qui transporterait préférentiellement les AG polyinsaturés (Foureiade2009 Geninet al.

2011 van Roermunctt al.2011).

Apres sa synthese, le DHA doit sortir du peroxysome et rejoindre le réticulum endoplasmique
afin d’étre incorporé dans les phospholipides. On peut se demander pourquoi a la différence

du C24:6 n-3 qui est son précurseur direct, le DHA (C23PBmientre pas a son tour dans un

cycle de B-oxydation ?D’aprés des mesures de -oxydation dans des fibroblastes cutanés, le
C24:6 n-3 est métabolisé 2,7 fois plus rapidement qizHA (Ferdinandusset al. 2003).

Cette différence s’expliquerait pas le fait que le DHA-COA est hydrolysé plus rapidement que

le C24:6 n-3 et pourrait donc étre transporté plus rapidement dans le réticulum endoplasmique
sous forme d’AG libre. De plus, a la différence du C24:63nda B-oxydation du DHA
nécessite I’intervention préalable d’une réductase et d’une isomérase. Ces étapes
supplénentaires pourraient freiner la B-oxydation duDHA (Novikov et al. 1999 Sprecher

200Q De Nyset al.2001) et ainsi favoriser sa sortie du peroxysome aprés hydrolyse, puis son

intégration dans différentes classes de lipides.

! Voir page22 : La p-oxydation
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111.2.2. Synthése des éthers-glycérophospholipides

Les glycérophospholipides (GP) sont les constituants majoritaires des membranes cellulaires
et sont divisés en 2 classes, les esters- et les éthers-GP. Ces derniers comportent un alcool
gras a chaine longue en positeml du glycérol-3-phosphate, essentiellement du C16:0 ou

du C18 saturé¢ ou monoinsaturé, reli¢ par une liaison éther. L’ AG acylé en position Sn-2 est un

AG polyinsaturé. La majorité des éthers-GP sont des plasmalogéenes ou plasmenyl-lipides, qui
comportent une liaison vinyl-éther tandis que les plasmanyl-lipides, comme le facteur
d’activation plaquettaire (PAF, « Platelet Activating Factor »), comportent une simple liaison
éther. La synthése de I’ensemble des éthers-GP, essentiellement hépatique, débute dans le
peroxysome en suivant une seule voie (Bravergtaal. 2012) Elle commence au sein d’un
complexe formé de deux enzymes exclusivement peroxysomales, la GNPAT

(« GlyceroNePhosphate O-Acyl Transferageet 1’AGPS (« AlkylGlycerone Phosphate
Synthase »). Un AG, probablement issu dg-txydation peroxysomale, est acylé en position

sn1 sur une molécule de dihydroxyacétone phosphate (DHAP) grace a la GNPAT, avant
d’étre échangé contre un alcool gras par I’AGPS. Le 1-O-alkyl-DHAP formé est ensuite

réduit par 1’acyl/alkyl-DHAP, associée dans le cytosol a la membrane peroxysomale et a la
membrane endosomale. La fin de la voie de synthése des éthers-GP est localisée dans le

réticulum endoplasmique.

Le réle des plasmalogenes dans les membranes cellulaires est multiple (Bragerahan
2012). lls modifient la fluidité membranaire et seraient donc important dans les phénoménes
de fission et de fusion des membranes, ainsi que dans la transduction de signaux au niveau
des radeauipidiques. De plus, ils auraient un role d’antioxydants dans les membranes et
pourraient également constituer réservoir d’AG polyinsaturés (DHA et AA), susceptible de

leur conférer un réle important dans la régulation de la réponse inflammatoire étfaku

2012).

111.2.3. Synthese des acides biliaires primaires

Dans le foie, le peroxysome intervient dans la synthese des acides biliaires prilhaoies
Cholique (CA) qui est formé a partir de THCA,lgkcide ChénoDésoxyCholique (CDCA),

formé a partir de DHCA (Ferdinandusseal. 2009 Van Veldhoven 2010). Le THCA et le
DHCA sont deux intermédiaires de la voie de synthése "classique" des acides biliaires et
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dérivent du cholestérol. Leur synthese dans la mitochondrie intervient aprés modifications du
noyau stéroidien dans les microsomes puis dans le cytosohséte@n 1’oxydation de la

chaine stérokl Avant d’étre importés dans le peroxysome, ils sont estérifiés respectivement

en THC-CoA et DHC-CoA, probablement au niveau du réticulum endoplasmique. Deux
synthétases sont susceptibles de réaliser cette activattw@SVLI1, associée au réticulum
endoplasmique mais également au peroxysome (Jahs#r2001), et la BACS (« bile acyl-

CoA synthetase » ou ACSLV®6), localisée au niveau du réticulum endoplasmique (Mihalik

al. 2002). Une fois activés, ils seraient pris en charge par le transporteur ABCD3 qui
probablement les hydrolyse et les importe dans le peroxysome, ou ils devront étre réactivés
par une synthétase (Vissatral.2007 van Roermunct al.2012) Avant de s’engager dans la

voie de B-oxydation, la configuration R du groupement méthyl porté par la chaine stéroide est
inversée grace a l’intervention d’une racémase, I’AMACR (« a-MethylAcyl-CoA

Racemase »).

Les enzymes participant 4 la p-oxydation du THC-CoA et du DHC-CoA séitACOX2, la

DBP et la SCPx (Figure S5Aprées un cycle de B-oxydation, la chaine stéroide est raccourcie

de 3 atomes de carbone, libérés sous forme de propionyl-CoA. Les acides biliaires formés
(CA ou CDCA) sont ensuite conjugués a un acide aminé, la taurine ou la glycine, par la
BAAT (« Bile Acid-CoA: Amino acid N-acyl Transferase ») Cette conjugaison aboutit a la
formation de sels biliairedHg et al. 2003 Pellicoroet al. 2007) qui sont ensuite exportés du

peroxysome, puis quittent les hépatocytes pour rejoindre la bile (Figure 6).

[11.3. Le métabolisme de I’oxygéne

Le peroxysome est étroitement li¢ au métabolisme de I’oxygeéne, comme en témoigne le nom

qui lui a été attribué¢ par de Duve, en lien avec la présence dans cet organite d’oxydase
capable de formedu peroxyde d’hydrogeéne (Fransenet al. 2012). Avec d’autres organites,

tels que la mitochondrie ou encore le réticulum endoplasmique, le peroxysome génere la
formation d’espéces réactives de 1’oxygéne (ERO). Celles-ci sont produites ordinairement au
cours des nombreuses voies métaboliques qui siegentedamsxysome, lors de I’a- et de la
B-oxydation d’AG, lors de la syntheése des acides biliaires ou encore du métabolisme du
glyoxylate (Antonenkowet al. 2010) Ainsi, le peroxysome génére du peroxyde d’hydrogéne,

H.0O,, principalement grace a des flavoprotéines telles que les ACOX. Une autre enzyme, la

2 Voir page22 : La B-oxydation
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xanthine oxydase (XDH) engendre la formation de radicaux superoxyegsegiitroxydes
(NOe). De plus, d’autres ERO peuvent étre générées au sein du peroxysome, mais de fagon
non enzymatique le radical hydroxyle (*OH) obtenu a partir de 1’H,O, et le peroxynitrite
(ONOO) généré a partir de 'Oz et du NOe.

Bien que le peroxysome soit responsable de la formation d’ERO, il est également doté d’une
machinerie permettant de lutter contre le stress oxydatif. Plusieurs enzymes appartieenent a c
systéme de défense. Les deux plus connues sont la SOD1 (SuperOxyde Dismutase 1) qui
convertit 'Oz en Q et HO,, et la catalase qui est I'une des plus abondantes protéines
peroxysomales et qui dégrade I’H,O,. Parallelement a ces enzymes, de plus petites molécules
antioxydantes comme le glutathion, 1’acide ascorbique ou encore les plasmalogenes, luttent

également contre le stress oxydant généré dans le peroxysome.

[1l.4. La détoxification du glyoxylate

Chez I’homme, le peroxysome contient une enzyme, I’Alanine:Glyoxylate aminoTransférase
(AGT) capable de convertir le glyoxylate en glycine, en utilisant I’alanine qu’elle transforme

en pyruvate. Le glyoxylate est une molécule intermédiaire du métabolisme de la glycine, de
I’hydroxyproline ou encore du glycolate (Salidoet al. 2012). Il peut étre généré dans la
mitochondrie, le cytosol et le peroxysome. Cependant, le glyoxylate produit dans le cytosol et
la mitochondrie pourrait étre importé par les canaux PXMP2 dans le peroxysome. Le
peroxysome pourrait donc constituer le compartiment majeur de la détoxification du
glyoxylate. Il éviterait ainsi sa conversion en oxalate, molécule qui ne peut étre métabolisée et
doit absolument étre éliminée dans les urines, sans quoi elle peut précipiter, entrainant des

dommages tissulaires.

IV. PATHOLOGIES ASSOCIEES AU PEROXYSOME

Le peroxysome est impliqué dans de nombreuses voies métaboliques comme la synthése des

acides biliaires et des plasmalogénes, la dégradatmA@e tres longue chaine, méthylés,

saturés ou insaturés ou encore le métabolisme de I’oxygene. Plusieurs pathologies lui sont

associees et sont classées en deux catégories, les PBD (« Peroxisome Biogenesis Disorders »)

dues a des troubles de la biogenese des peroxysomes et les déficiences en uae enzym

peroxysomale appelées PED (« Peroxisomal Enzyme Deficigndyensemble de ces

maladies génétiques rares est répertorié sur le catalogue en ligne OMIM (« Online Mendelian
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Inheritance in Man », omim.org) et également en partie sur la base de données européenne

orphanet (orpha.net).

IV.1. Les troubles de la biogenese des peroxysomes

Les maladies peroxysomales se traduisant par un trouble de la biogenese des peroxysomes
concernent environ 1300 patients répertoriés. Ce sont des maladies autosomales récessives,
dues a des mutations au niveau de 14 des deB¥s(Waterhamet al. 2012). Ces génes

codent les protéines PEX qui sont impliquées dans la formation des membranes et/ou
I’importation des protéines matricielles peroxysomales (Tableau 1). On distingue deux
catégories de maladies liées a un trouble de la biogenése des peroxysomes : la
chondrodysplasie ponctuée rhizomélique de type 1 (RCDP, « Rhizomelic ChondroDysplasia
Punctata ») due a une mutation dans le g7, et les maladies du spectre Zellweger (ZSS,

« Zellweger Syndrome Spectrum causées par une mutation dans 1’un des 13 autres genes

PEX

IV.2. Les déficiences en une enzyme peroxysomale

Le peroxysome renfermerait une cinquantaine d’activités enzymatique, dont la plupart lui sont
spécifiques (Wandemst al. 2006a). Parmi les enzymes peroxysomales, 9 sont associées a des
pathologies rares a transmission autosomique récextseat impliquées dans diverses voies
métaboliques : la biosynthese des étltaPsi’a et laB-oxydation d’AG et la détoxification

du glyoxylate (Wanderst al.2006b) (Tableau 1).

IV.3. Les autres maladies peroxysomales

D’autres maladies associée au peroxysome ne sont ni dues a un probléme de biogenése, ni a la
déficience en une enzyme directement impliguée dans le métabolisme du peroxysome
(Tableau 1) Ainsi, la plus fréquente des maladies peroxysomales, 1’X-ALD (MIM #300100)

est due a une mutation dans le g&®CD1 qui code un transporteur ABC peroxysomal

impliqué dans I’importation des AGTLC.
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Manifestations

Protéines biochimiques
Désordres R T a : - A
Impliquées | ¢ | Ac { Ac iDHCA Signes cliniques et symptomes
peroxysomaux X T | : H i
Fonction '5 i Pris{ Phy { THCA |
Ma'acgzﬁ“‘f: Z’:ewe PEX1,2,3,5,86, Problémes hépatiques, retard variable du
g 10, 11B, 12, 13, développement neuronal, rétinopathie
14,16 ,19,26 | 1 1 1 surdité.
Trouble de la 25 (MIM#214100) Biogenése des (ZS = phénotype le plus sévere : la plupart
NALD: (MM jeedas0) peroxysomes du temps, décés avant I'age de 1 an)
biogenése des IRD (MIM #266510) ’
peroxysomes PEX7 Raccourcissement proximal des membres,
RCDP de type 1 Importation des N N dysmorphysme facial, microencéphalie,
(MIM#215100) protéines t petite taille, retard psychomoteur,
matricielles développement de cataracte,
P-NALD ACOX1 Hypotonie néonatale, retard fréquent de
. ; N N N croissance, régression neurologique
(MIM#284470) B-oiyddton (a4ge moyen des patients : 28 mois)
Déficience en enzyme oPB ngconde p:thologig peroxysolmalg .Ila plgs
DPB . N N + réquente. Hypotonie néonatale, épilepsie,
MIM #261515 B-oxydation absence de développement moteur,
( ) ; h i
problémes visuels et de croissance.
Déficience en SCPx SCPx N N ' Tremblement dystonique de la téte, atteinte
(MIM #613724) B-oxydation neurologique et motrice.
Dé'tlt;\i/le:é;en AMACR N + + Troubles hépatiques, neuropathie
Défic (MIM #614307) B-oxydation sensorielle.
éficienceen
RCDP de type 2 GNAPT
une enzyme (MIM #222765) Synthése des | N N N
éthers-GP 2 i i :
peroxysomale Mémes cara&:éeg;tlg:ets celm1|ques que la
RCDP de type 3 AGPS YP
(MIM#600121) Synthése des | N N N
éthers-GP
Maladie de Refsii Pl?y(:tlanO);I-COA i 5 bP.remiedrs Isigr.me_s cliniques a I‘ac’iolescenceh.:
(MIM #266500) ydroxylase 1 aisse de la vision nocturne, polyneuropathie
a-oxydation distale motrice chronique.
Hyperoxalurie AGT Perte progressive de la fonction rénale,
primitive de type 1 | Détoxification du| N N N trouble du rythme cardiaque, hypertension
glyoxylate artérielle , mise en place d'un état grabataire.
MIM #259900) | { Eriell i place d'un état grabatai
FnataiisEie Catalase Maladie asymptomatique ou parfois
(MIM #614097) Métabolisme de | N N N développement d’ulcéres, gangréne au
I'H,0, niveau de la bouche, diabéte sucré.
Pathologie peroxysomale la plus fréquente.
ABCD1 Deux formes majeures : forme cérébrale
autes (Mll\jl(;g(-)& o3 Importdes | 1 N | N infantile sévére (CCALD, « Childhood
maladies AGTLC cerebral ALD ») et AdrénoMyéloNeuropathie
(AMN).
peroxysomales DLP-1 )
Déficience en DLP-1 | Division des | N NN Abaenos e devennpement newrologiaue,
peroxysomes P ’

Tableau 1 Récapitulatif des différentes maladies peroxysomales.

Celles-ci sont classées en trois groupes : les maladies liées au trouble de la biqgugkrnoggsomale,

les maladies liées & une déficience en une enzyme peroxysomale, et les nalt@es
peroxysomales. Pour chaque maladie, les profils de déficience en AG métabolisés dansdermperoxy
sont indiqués (AGTLC : Acide Gras a Tres Longue Chaine, Ac Pris : Acide Pristaniquey Ac Ph
Acide Phytanique, DHCA et THCA : di- et tri- HydroxyCholestanoique, PL : plasmalogénes, N
niveau normal), ZS: « Zellweger Syndrome », NALD : Adrénoleucodystrophie Néonatale; IRD
maladie infantile de Refsum, RCDP : « Rhizomelic ChondroDysplasia Punctata », P-NAlL@o-pse
Adrénoleucodystrophie Néonatale) [Adapté de (Wanders et al. 2006a)]
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I. GENERALITES

L’adrénoleucodystrophie liée au chromosome X est une maladie génétique héréditaire qui
touche un nouveau-né sur 17 000 (Bezretral. 2001). Dans 96% des cas, la mutation
provient de I’un des deux parents (Wanget al.2011). Le gene affecté dans cette maladie est le
geneABCD1 (ALD, « AdrenoLeukoDystrophy »), localisé sur le chromosome X, et qui code
un transporteur peroxysomal impliqué dans I’importation des AGTLC (Mossat al. 1993). A

ce jour, 610 mutations différentes ont été recensées (http://www.x-ald.nl), dont 50%

correspondent a des mutations faux-sens, 29% a un décalage du cadre de lecture, et le reste a
des mutations non-sens, des insertions ou délétions de nucléotides ou encore a des délétions
d’exon(s). Les mutations aboutissent en majorité (77%) a 1’absence de protéine détectée en
immunofluorescence. Cependant la plupart des patients X-ALD exprimerait en réalité le
transporteur ABCD1, mais a un niveau tres bas, en dessous du seuil de détection de la
technique d’immunofluorescece (Zhang et al. 2011) Une particularit¢ de I’X-ALD est

I’absence de relation entre le génotype et le phénotype. Par exemple, une méme mutation
affectant six membres d’une famille a conduit au développement de cing phénotypes
difféerents (Bergeret al. 1994). De maniere encore plus surprenante, deux jumeaux
monozygotes peuvent présenter des symptémes cliniques totalement différents (Kbednke

1996) La physiopathogenése de I’X-ALD reste un point encore mal compris et freine la mise

en place d’une thérapie efficace pour les patients.

[I. DESCRIPTION CLINIQUE

Trés peu d’individus atteints d’X-ALD sont asymptomatiques. Pour la plupdientre eux, le
diagnostic a été effectué avant les manifestations cliniques, souvent suite a la découverte de la
maladie dans la famille. Les deux principales formes de I’X-ALD sont
I’adrénomyéloneuropathie (AMN) et 1’adrénoleucodystrophie cérébrale (CALD) (Engelenet

al. 2012 Kempet al.2012).

[I.1. L’adrénomyéloneuropathie

L’AMN est la forme la plus courante d’X-ALD. Chez les hommesglle se manifeste a 1’age
adulte principalement entre 20 et 30 ans ou a partir de 50 ans et concerne pratiquement tous

les patients. Elle touche également les femmes hétérozygotes qui sont pourtant
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majoritairement asymptomatiques, mais a un age plus avancé par rapport aux hommes. Ainsi
apres 6Qins, 65% d’entre elles développent une AMN, qui progresse tout de méme plus

lentement que chez les hommes.

Au niveau clinique, ce phénotype est caractéris¢ par 1’apparition de problémes moteurs tels

que des raideurs ou des faiblesses dans les jambes, la perte des sensations dans la partie
inférieure des membres ou encore des troubles urinaires. Le phénotype est progressif et les
problémes moteurs peuvenageraver, menant au bout de 10 a 20 ans, a une impotence. Les
patients atteints d’AMN présentent une neuropathie périphérique axonale qui peut étre
démyelinisante ainsi qu’une légere atrophie de la moelle épinicre, non démyelinisante et non
inflammatoire, et qui peut progresser en méme temps’qggravation de la myélopathie

(Aubourg 2007). Cependant, aucuneiatten’est observée au niveau du cerveau, si ce n’est

parfois des lésions modérées.

Une dizaine d’années aprés ’apparition des signes cliniques d’AMN, 20% des patients,
uniqguement masculins, développent une démyélinisation cérébrale. Celle-ci est lente et peut
parfois se stabiliser au bout de quelques années, impliquant uniqguement des déficits cognitifs
légers. Dans d’autres cas, apreés cette premicre phase de démyélinisation lente intervient une
seconde phase de neuroinflammation, qui correspond a la phase active de la maladie. Chez
ces patients, le pronostic et les symptémes rejoignent ceux des enfants atteints de CALD, avec

en plus les symptémes de myélopathie déja présents.

[I.2. L’adrénoleucodystrophie cérébrale

La CALD est la formed’X-ALD la plus sévere et celle qui évolue le plus rapidement.

Essentiellement développée par les patients masculins, elle touche en grande majorité les
enfants, entre 5 et 12 ans, mais également de facon moindre les adolescents et les adultes.
Plus la maladie se déclare t6t, plus le phénotype progresse rapidement, conduisant le patient a

un déces précoce.

Au niveau clinique, la CALD est d’abord caractérisée par une détérioration cognitive qui
affecte les fonctions visuo-spatiales et visuatrices, 1’attention, le raisonnement et qui se
traduit chez les enfants et les adolescents par une baisse des performances scolaires. Cette
phase d’atteinte cognitive dont la durée varie selon les patients, est suivie d’une phase

d’atteinte neurologique se caractérisant entre autres par un comportement hyperactif, une
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parésie, des troubles de ’audition et de la vision. Cette seconde phase est treés évolutive et
peut aboutir & la perte du langage et de la marche en quelques semaines, conduisant

finalement au déces du patient aprés 2 a 5 ans d’état végeétatif.

Avant la manifestation des premiers symptomes de CALD, I’IRM (Imagerie par résonance
magnétique) conventionnelle cérébrale et médullaire des patients est tout a fait .normale
L’apparition des signes cliniques coincide avec la formation de |ésions démyélinisantes, qui

pour 80% des patients débute dans le splénium du corps calleux, puis s’étend a la matiere

blanche pariéto-occipitale.’he maniére générale cette premiére phase de démyélinisation

non inflammatoire progresse lentement, surtout chez les adolescents et les adultes. La seconde
phase correspond a un processus de démyélinisation inflammatoire qui évolue tres rapidement
et conduit a une inflammation sévere du cerveau et a la rupture de la barriére
hématoencéphalique. Cette phase active de destruction neurologique conduit rapidement au
déces du patient. Toutefois, 10% des patients présentant une CALD ne développent pas un tel
processus inflammatoire. Dans cette forme d’X-ALD, dite forme cérébrale chronique, le
phénomene de démyélinisation stoppe mais peut réappadpies une dizaine d’année,

accompagné d’une inflammation sévere.

[1.3. Insuffisance surrénaleou maladie d’Addison

La majorité des patients atteints d’X-ALD développent une insuffisance surrénale, appelée
maladie d’Addison. Elle peut se manifester avant 1’apparition des premiers symptomes
cliniques de ’AMN ou de la CALD, aidant alors au diagnostic des patients, ou bien aprés que
le phénotype X-ALD soit déclaré. Cependant trés peu de femmes hétérozygotes, environ 1%,

développent une insuffisance surrénale.

La maladie d’Addison est caractérisée par un défaut de sécrétion des hormones produites par

la glande surrénale : les glucocorticoides et les minéralocorticoides. Elle se manifeste par une
mélanodermie puis par des crises d’insuffisance surrénale aigués (douleurs abdominales,
vomissements, hypotensiontetpoglycémie) L’X-ALD est la premiére cause d’insuffisance

surrénale chez les enfants et la seconde chez les adultes (Aubourg 2007).
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. PHYSIOPATHOGENESE

[11.1. Aspect biochimique et métabolique de I’X-ALD

Tous les patients atteints d’X-ALD présentent une accumulation plasmatique et tissulaire
d’AG a trés longue chaine (AGTLC, >C22:0) (Igarashet al. 1976 Singh et al. 1984). En

paralléle a cette accumulation, les patients présentent une déficience en plasmalogenes. Ces
GP jouent un réle important dans la fluidité membranaire, la transduction de signaux et la
protection contre le stress oxydatif. Ainsi chez les patients, malgré une faible accumulation
des AGTLC dans les régions cérébrales non lésées, une diminution significative des
plasmalogenes peut étre observée (Kétzal. 2008).

I11.1.1. L’accumulation des AG@LC dans les tissus et les lipides

Chez les patients atteints d’X-ALD, les AGTLC s’accumulent majoritairement au niveau de

la matiere blanche du cerveau, du cortex surrénalien, des testicules, et du plasma (Moser
2000). Au niveau cérébral, I’acaimulation d’AGTLC est non seulement retrouvée dans les
lésions démyélinisantes inflammatoires des patients CALD, mais également dans la matiere
blanche non lésée (Reinecket al. 1985). L’accumulation d’AGTLC s’effectue
principalement au sein de lipides tels que les gangliosides, les phosphatidylcholines (PC), les
sphingomyeélines, les lysophosphatidylcholines (lysoPC) et les esters de cholestérol Wilson

al. 1993 Singh et al. 2010) la plus forte concentration d’AGTLC étant retrouvée dans la

fraction des lysoPC (Hubbasd al.2006).

I11.1.2. Causesde ’accumulation des AGTLC

Chez les patients atteint®¥ X-ALD, I’accumulation d’AGTLC est en partie liee a une
diminution de ¢ur B-oxydation peroxysomale. Le geABCDJ, responsable de la maladie en
cas de mutation, code un transporteur ABC transmembranaire peroxysomal (Btosker
1993) Ce transporteur nommé ABCDI, serait chargé de I’importation des AGTLC saturés et
monoinsaturés, activésus forme d’acyl-CoA (van Roermunett al. 2008 van Roermuncet

al. 2011) Chez les patients atteints d’X-ALD, déficients enABCDJ], les AGTLC ne
pourraient pas atteindre le peroxysome et s’accumuleraient en partie sous forme de C24:0-

CoA et C26:0-CoA dans le cytosol (Ofmanal.2010).
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Le défaut de dégradation des AGThCst pas la seule cause de leur accumulation (Keshp

al. 2012) En effet, des fibroblastes issus de patients atteints d’X-ALD, cultivés avec ou sans
AGTLC, présentent les mémes niveaux en C26:0. De plus, un régime pauvre en AGTLC
n’aboutit pas chez les patients, a une diminution de la concentration plasmatique en C26:0.

Ces résultats s’expliquent par 1’origine en partie endogeéne des AGTLC qui s’accumulent chez

les patients. Au niveau métaboliqueX-ALD se traduit également par une augmentation de
I’activité élongase et par conséquent parune augmentation de la synthése d’AGTLC (Kempet

al. 2005). Cette synthese intervient au niveau de la membrane du réticulum endoplasmique,
face au cytosol, et impligue un enchainement de quatre réactions catalysées par des enzyme
différentes. La premiére étape de condensation est 1’étape limitante. Elle est assurée par une

des 7 élongases, possédant chacune des spécificités de substrats distinctes. La synthése de
C26:0 impliquerait successivement deux élongases : ELOMIEongation of very long

chain fatty acid ») qui prendrait en charge les AG saturés de 18 a 22 atoraesote cpuis
ELOVLI1 qui s’occuperait des AG saturés de 24 a 26 atomes de carbone (Ofmanet al. 2010).

Les trois enzymes assurant la suite de I’élongation sont communes, quel que soit le substrat,

ce qui supposerait une sorte de compétition pour la synthese des différents AG.

I11.1.3. Corrélation entre accumulation d>’AGTLC et phénotype

Malheureusement, il n’existe aucune corrélation entre le phénotype et le niveau
d’accumulation des AGTLC dans le plasma et les tissus. Cependant, il semblerait que les
niveaux d’AGTLC dans les régions cérébrales non léséegesbdirectement corrélées avec le
phénotype clinique des malades qui suppose que I’accumulation d’AGTLC précéderait les
phénoménes de démyélinisation et d’inflammation (Asheueret al. 2005). De plus, le degré
d’accumulation des AGTLC dans les lésions inflammatoires des patients CALD pourrait étre
corrélé au niveau d’expression de génes impliqués dans le processus inflammatoire (Paintlia
et al.2003).

111.1.4. Conséguencesde I’accumulation des AGILC

- Effets des AGTLC libres

Les AGTLC libressont capables de s’intégrer dans les membranes et de perturber leur
organisation en diminuant la fluidité membranaire (Knaated. 1983 Whitcombet al. 1988
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Ho et al. 1995). lls auraient un effet toxique sur les cellules, notamment les astrocytes, les
neurones et les oligodendrocytes qui semblent étre les plus sensible®{(ldeiR008) In

vitro, les effets observés sont différents suivant les AGTL&ccumulation de C22:0 ou de
C24:0 entrainerait une atteinte mitochondriale, tandisl’gueumulation de C26:0 aboutirait

ades troubles de I’homéostasie du Ca*. Les cellules gliales ayant incorporé du C26:0 en forte
quantité dans leurs membranes répondent de maniere excessive au stress oxydant, libérant de
grandes quantités de N Nitric Oxide »)et également d’IL-6 (interleukine) (Di Biaset al.
2004). Le traitement d’oligodendrocytes murins par des AGTLC induit un stress oxydatif
caractérisé par une augmentatida la production d’ERO, une augmentation de la
peroxydation lipidique, de la carbonylation des protéines, et une diminution des défenses
antioxydantes (enzymatiques et non enzymatiques) (Bastrade2012).

- Effets des AGTLC accumulés dans les lipides

L accumulation d’AGTLC dans les différentes classes de lipides est susceptible de modifier

les propriétés des membranes cellulaires, notamment en termes de fluiditée(%ihg610)

Ainsi, ’enrichissement des PC en C26:0 sur leur carbone 1, pourrait stabiliser les membranes

et ainsi favoriser la libération enzymatiguBAA en sn-2 (Khanet al. 2010). la
sphingomyeéline et le cholestérol libre sont des constituants importants des gaines de myéline,
notamment au niveau des radeaux lipidiqu&msi, 1’accumulation d’AGTLC dans la
sphingomyéline et la réduction en cholestérol libre observés dans le cerveau de patients
atteints d’X-ALD, pourraient affecter les processus régulés dans les microdomaines (Paintlia
et al. 2003). Une étude récente sur des lymphoblastes issus de patients X-ALD va également
dans ce sens (Utet al. 2008) et suppose quadcumulation d’AGTLC dans les membranes

pourrait altérer le « turn-over » de la sous unité §¥1ide la NADPH oxydase contenue

dans les radeaux lipidiques.

L’accumulation d’AGTLC dans les lipides pourrait également se révéler toxique pour les
cellules. Ainsi, les lysoPC qui accumulela plus grande quantit¢ d’AGTLC au niveau
cérébral, semblent étre particulierement toxiques pour les cellules microgliales, cellules du
systeme immunitaire présentes dans le cerveau (Eiehlal. 2008). D’autres cellules du
systémne immunitaires sont sensibles a I’accumulation d’AGTLC, tels que les macrophages

qui y répondent par une augmentation des phénoménes inflammatoires et oxydatifs

(Yanagisawaet al.2008).
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[11.2. La souris déficiente enAbcdl

Plusieurs modeéles de souris déficieraaf\bcdlont été développés de fagcon indépendantes,

afin d’étudier la physiopathogenése de I’X-ALD (Forss-Petteret al. 1997 Kobayashiet al.

1997 Lu et al.1997) Au niveau biochimique, ces souris présentent un défaut de B-oxydation

du C26:0 et une accumulation d’AGTLC surtout dans le cerveau et les glandes surrénales,

comme chez les patients atteints d’X-ALD (Lu et al. 1997). Contrairement aux patients, les
souris déficienteen Abcdl ne présentent pas d’accumulation plasmatique d’AGTLC. En
revanche, elles présentent une augmentation des niveaux plasmatiques en cholestérol
(Weinhoferet al.2005a). Malgré’accumulation d’AGTLC, les souris déficientes pour Abcdl
commencent seulement a développer des troubles neurologigues et comportementaux a partir
de 15 mois (Pujokt al. 2002). A partir de 15 mois, elles dévoilent des anomalies de la
myéline et des axones dans la moelle épiniére, mais pas dans le cerveau. Pourtant, les souris
déficientes e\bcdldéveloppent tres jeunes (3 mois et dami stress oxydatif au niveau de

la moelle épiniere, bien avant que les npikes troubles neurologiques n’apparaissent
(Fourcadeet al. 2008) Finalement, le mod¢le murin de I’X-ALD présente uniquement un
phénotype de type "AMN". Il permet toutefois d’étudier les mécanismes menant a
I’accumulation des AGTLC, mais également de tester I’efficacité des thérapies

pharmacologiques visant a diminuer I’accumulation des AGTLC ou encore le stress oxydatif.

[11.3. Lien entre AGTLC - Stress oxydatif et Inflammation

Si la physiopathogenése de I’X-ALD est un élément encore mal connu, on sait que
I’accumulation d’AGTLC, le stress oxydatif et I’inflammation sont des phénomeénes

importants dans le développement de la maladie (Figu@aleaet al.2012).

Le stress oxydatif est pour str un élément impliqué dans I’X-ALD. En effet, chez les patients
symptomatiques on retrouve une augmentation de la peroxydation lipidique et des défenses
antioxydantes enzymatiques, tandis que les défenses non enzymatiques sont diminuées
(glutathior) (Vargas et al. 2004). Mais le stress oxydatif est un élément précoce dans
I’évolution de la maladie car il est détecté avant I’apparition des symptdmes que ce soit chez

les patients atteints d’X-ALD ou chez les souris déficientes @bcdl (Deon et al. 2006
Fourcadeet al.2008).
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Figure 7: Evénements physiopathologiques impliqués danauevidégenération liée a I’X-ALD.
[Adapté de (Galea et al. 2012)]

L’accumulation d’AGTLC semble étre la cause directe de 1’induction du stress oxydatif

(Figure 3 (Fourcadeet al. 2008). Cependant, le mécanisme preécis par lequel les AGTLC
entrainent la génération d’ERO reste inconnu. En modifiant la composition des membranes, il

est probable que I’accumulation d’AGTLC altére les processus régulés dans les radeaux
lipidiques, notamment ceux impligués dans la signalisation redox €Utal. 2008). IIs
pourraient également stabiliser les membranes et favoriser la libération d’AA des
phosphatidylcholines, puis sa transformation en leucotriénes en augmentant 1’expression et

I’activité de la 5-lipoxygenase (Kharet al. 2010). Or les leucotriénes sont des molécules
impliquées dans I’inflammation, de par leur propriété chimioattractive et inductrice de mort
cellulaire, mais également dans le stress oxydatif, via la modification des résidus cystéines de

protéines et de peptides, notamment le glutathion.
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L’accumulation d’AGTLC est également associée a la perturbation des mitochondries (Figure

7) (Heinet al. 2008 Schluteret al.2012). Plusieurs enzymes clés de la glycolyse et du cycle

de Krebs présentent des dommages oxydatifs et sont inactivées, causant I’inhibition de ces 2

voies et ’accroissement du stress oxydatif. Le trouble énergétique serait particulierement
néfaste pour les axones qui présentent un besoin énergétique €levé et pourrait étre responsable
de la dégénérescence axonale observée chez les patients AMN et les souris déficientes pour
Abcdl1(Galeaet al.2012).

La diminution des niveaux en plasmalogénes dans le cerveau des patieentsd’X-ALD,

pourrait également jouer un rdle dans le développement du stress oxydatif (Figure 7), en
sensibilisant les cellules aux ERO (Khetral. 2008) D’aprés une étude menée sur des souris
déficientes erAbcd] il semblerait que les plasmalogénes modulent la pathologie causée par
I’excés d’AGTLC (Briteset al.2009).

Au niveau cérébral, les oligodendrocytes, les neurones et les astrocytes qui sont sensibles aux
AGTLC, sontégalement tres liés d’un point de vue métabolique et surtout fonctionnel. Les
oligodendrocytes protegeraient les neurones de la dégénérescence axonale (Kessiann
2007), tandis que les astrocytes fourniraient les oligodendrocytes en plasmalogénes et
dégraderaient leurs AGTLC (Bottelbergs al. 2010) Dans I’X-ALD, la perturbation d’un

type cellulaire aurait finalement des répercutions sur les 2 autres types cellulaires. Les cellules
microgliales sont elles aussi touchées. En effet, elles sont totalement absentes des lésions
démyélinisantes, tandis qu’en périphérie, elles sont activées et induisent une réponse
inflammatoire. Malheureusement elles meurent ensuite par apoptose, ce qui diminue la
neuroprotection des cellules a risque, notamment les oligodendrocytes (Etcale2008)

Les cellules microgliales interviendraient tot dans 1’évolution des lésions et joueraient donc

un réle important dana physiopathogenése de 1’X-ALD.

Ainsi, en plus du stress oxydatif, ’X-ALD est également caractérisée par une réponse
inflammatoire au niveau cérébral (Figure Iz} stress oxydatif joue d’ailleurs un réle dans
I’induction de la réponse inflammatoire, au travers des produits de la peroxydation lipidique

et des protéines ayant subi des modifications oxydatives. Cependant, 1’inflammation peut
directement étre induitgar ’accumulation d’AGTLC, parallélement au stress oxydatif (Uto

et al. 2008). Elle ferait suite Rinduction de cytokines pro-inflammatoires, de chimiokines et

des récepteurs des chimiokines (Pairgtial. 2003).
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De facon intéressantegsl niveaux d’expression des cytokines pro-inflammatoires sont
augmentés dans la matiére blanche morphologiquement normale de patients CALD (Paintlia
et al. 2003) De plus, des enfants CALD en attente d’une greffe de moelle osseuse et donc ne
présentant pas encore de neuroinflammation, montrent une augmentation des niveaux de
cytokines pro-inflammatoires dans leur liquide céphalo-rachidien (latndl. 2012). Le
phénoméne inflammatoire pourrait concerner tous les patients X-ALD, sans forcément mener

a une neuroinflammation.

IV. GENES MODIFICATEURS ET INFLUENCE DE L’ENVIRONNEMENT

L’X-ALD est caractérisée par une absence de corrélation entre génotype et phéaajype, c
suppose ’intervention de facteurs génétiques et/ou environnementaux dans le développement

de la maladieComme nous I’avons vu précédemment, la physiopathogenése de I’X-ALD met

en jeu plusieurs processus biochimiques et cellulaires, et de nombreuses pistes ont donc été
explorées pour identifier les facteurs modulant la pathologie. Ainsi, des génes modificateurs
pourraient intervenir au niveau du transport des AGTIXBGD2 et ABCD3, de leur
synthese ainsi que de leur activation en acyl-CB&1 ACSVL]1 ELOVLY), au niveau du
processus inflammatoire (génes du Complexgett d’Histocompatibilité (CMH),CD1) ou

encore du phénomene de stress-oxydati2 CBS Tc2).

Le transporteur ABCD1 appartient a la sous famille D des transporteurs ABC qui contient
trois autres membres : ABCD2 et 3, localisés avec ABCD1 dans la membrane peroxysomale
et ABCD4, dans la membrane du lysosonies transporteurs ABCD peroxysomaux
présentenune redondance fonctionnelle, et pourraient moduler la physiopathogenése de 1’X-

ALD (Kemp et al. 1998 Netik et al. 1999). Cependand, apres des études récentes d’analyse

de séquence et d’association, ABCD2 et ABCD3 ne seraient pas des géenes modificateurs
(Maier et al. 200§ Matsukawaet al. 2011) En revanche, le niveau d’expression d’ABCD4

dans la matiére blanche non Iésée de patients, semble étre corrélé avec la gravité de la maladie
(Asheueret al.2005) Selon une récente étude, le transporteur ABCD4 serait impliqué dans le
métabolisme de la vitamine B12 (Coelhet al. 2012). De facon intéressante, la
transcobalamine 2 (Tc2), servant au transport de la vitamine B12 dans les tissus, posséde un
variant dont I’affinité pour la vitamine B12 est affectée et qui est plus fréquemment retrouvé

chez les patients développant un phénotype cérébral (Linnebahk2006a Semmleret al.

2009).
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L’X-ALD étant caractérisée par une diminution de 1’activité synthétase (Singh et al. 198%
Hashmiet al. 1986) I’é¢tude des gnes modificateurs s’est également penchée sur les gene
codant des synthétases. Ainsi, le g&@&l codeune synthétase implige dans I’activation
des AGTLC, et dont le niveau d’expression dans la matiére blanche non 1ésée de patients
semble corrélé avec la gravité de la maladie (Ashetiaal. 2005). Si la fonction de la
protéine n’est pas clairement définie, sa localisation suit parfaitement les organes affectés

dans I’X-ALD : le cerveau, les glandes surrénales et les testicules.

A ce jour, aucune étude n’a rapportée I’importance des ¢longases dans la variabilité

phénotypique de I’X-ALD.

Les genes impliqués dans le processus inflammatoire, se développant chez les patients CALD,
pourraient également étre des génes modificateurs. Podtianis plusieurs études, ni les

génes du CMH de classe | et Il (Berggral. 1995 McGuinnesset al. 1997), ni ceux de la
famille génique CD1 codant debycoprotéines présentatrices d’antigenes lipidiques (Barbier

et al. 2012) ne seraient impliqués dans la variabilité phénotypique de I’X-ALD .

Concernant les génes impliqués dans le stress oxydatif, un variant alléidiszyme
mitochondriale SOD2 est associé miénotype cérébral de I'’X-ALD (Brose et al. 2012). Ce
polymorphisme implique une diminution de D’activit¢ SOD2 et donc une diminution du

potentiel anbxydant de I’enzyme. Les genes engagés dans le métabolisme de la méthionine
sont également susceptibles de faire partie des genes modificateurs. En effet, le métabolisme
de la méthionine est impliqué dans la synthése de glutathion, mais également dans la
formation de la gaine de myéline et la méthylation de I’ADN (Acide DésoxyriboNucléique).

Il est tres dépendant de la disponibilit¢é en vitamines (vitamine B12, B6, acide folique)
essentiellment issues de [D’alimentation. L’enzyme CBS (cystathionine [-synthase),
intervenant en amont de la synthése du glutathion, présente un polymorphisme associé au
phénotype AMN (Linnebankt al.2006b).

En plus des génes modificateurs, des facteurs extérieurs comme l’alimentation pourraient
influencer le développement d&XtALD. Cette hypothése est d’autant plus probable que

deux jumeaux homozygotes peuvent développer un phénotype différent, malgré un
patrimoine génétique totalement identique (Koreekeal. 1996) Depuis peu, I’intérét se

porte sur le r6le de la flore intestinale dans le développement des maladies démyélinisantes du

systeme nerveux central (pour revue voir (Ochoa-Repetrad. 2011)). Certaines cellules
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présentatrices d’antigenes, activées par des bactéries intestinales, pourraient migrer au niveau
du systeme nerveux central et moduler les réponses immunitaires dans le cerveau et la moelle
épiniere. Une modification de la flore intestinale pourrait étre envisagée dans le traitesnent de
maladies démy¢linisantes. A 1’heure actuelle, aucune étude concernant I’influence de la flore

intestinale sur la variabilité phénotypique de I’X-ALD n’a été publiée.

V. DIAGNOSTIC DE L’X-ALD

V.1. Diagnostic clinique

Le diagnostic de I’X-ALD peut faire suite d’apparition de symptémes cliniques chez un

individu (Engelenet al. 2012) et repose avant tout sur I'IRM. L’X-ALD peut étre
diagnostiquée chez des individus présentant des lésions au niveau de la matiere blanche
cérébrale, surtout lorsque les Iésions apparaissent au niveau du splénium du corps calleux et
que I’injection de gadolinium met en évidence un phénomeéne inflammatoire (van der Knaap

et al. 2012) Avant I’apparition des 1ésions (hypersignal de la matiére blanche en séquence T2

et FLAIR, hyposignal en séquence T1), les individus ne présentent pas de symptbmes

neurologiques.

V.2. Diagnostic biochimique

Lorsque la pathologie est suspectée chez un patient, un dosage plasmatique d’AGTLC est

effectué. Chez les hommes, 99,9% des patients atteints d’X-ALD présentent une
augmentation du taux en C26:0 et du rapport C26:0/C22:0. Le dépistage des nouveaux nées a
patir d’une goutte de sang est réalisable, mais pas encore mis en place (Hubbardet al. 2009
Sandlerset al. 2012). Il consiste a doser le taux de lysaPX6:0 a partir d’échantillons de

sang. Les patients atteints d’X-ALD présentent une quantité moyenne de lysoPC-C26:0 dix

fois plus élevée que la norme.

V.3. Diagnostic moléculaire

L augmentation des niveaux d’AGTLC n’étant pas spécifique de I’X-ALD, si 1’examen
métabolique est positif] doit étre suivi d’un séquencage du gene ABCD1 Chez les femmes

atteintes de myélopathie, le diagnostic de I’X-ALD est directement confirmé par une
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recherche de mutation dans le g&RCD1 En effet, environ 15% des femmes atteintes d’X-

ALD présentent un niveau normal d’AGTLC (Moser et al. 1983). L’examen génétique
systématique au sein des familles ou un membre est atteint d’X-ALD, permet de détecter les
femmes porteuses de mutation dans le g&BLCDJ1 ainsi que les individus pré-
symptomatiques. Lors d’une grossesse, dans un couple ou I’'un des deux parents est atteint
d’X-ALD, un dépistage prénatal peut étre réalisé dés 98°semaine de grossesse, afin de
savoir sile feetus est porteur de la maladie. Il est crucial de diagnostiquer la maladie le plus

tot possible, car la prise en charge précoce des patients permet d’améliorer leur pronostic.

VI. THERAPIES DE L’X-ALD

VI.1. Thérapie Nutritionnelle : I’Huile de Lorenzo.

L’administration d’huile de Lorenzo dans le cadre d’un régime pauvre en AGTLC, constitue

un des rares traitements proposés a ce jour aux patients atteints d’X-ALD (Bergeret al.2010)

Cette huile comprend un mélange d’acide érucique monoinsaturé (C22:1) sous forme de
triglycéride et d’acide oléique monoinsaturé (C18:1) également sous forme de triglycéride,

dans un rapport de 4:1. En jouant sur la compétition entre les AG saturés et monoinsaturés au
moment de 1’élongation, cette thérapie permet de diminuer en quelques semaines les niveaux
plasmatiques en C26:0 (Rizet al. 1989). Apres trois mois de traitement, ceuximinuent

de 42% chez les enfants présentant un phénotype CALD et de 65% chez les patients
asymptomatiques qui retrouvent alors un taux normal en C26:0 (1,4 umol/L) éDedn

2008) Malgré la diminution des niveaux d’AGTLC, I’huile de Lorenzo n’empéche ni méme
n’atténue le phénomeéne de stress oxydatif chez les patients X-ALD, symptomatiques ou non
(Deonet al.2006).

L’efficacit¢ de I’huile de Lorenzo, dans le cadre d’un régime pauvre en AGTLC, reste
relativement floue. En effet, elle ne permet pas de stopper la progression des atteintes
neurologiques chez les patients CALD etempéche pas 1’apparition du phénotype
inflammatoire chez les patients AMN (Aubowegal. 1993 van Geelet al. 1999). Cependant,
d’aprés une étude récente réalisée sur 89 jeunes patients asymptomatiques, ce traitement
diminuerait les risques de développer un phénotype cérébral inflammatoire (&osker

2005) De plus, chez des patients avec un phénotype AMN, I’administration d’huile de

Lorenzo ralentirait 1’évolution de la maladie dans le cas d’une atteinte cérébrale (Moseret al.
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2007). Cette huile pourrait également améliorer la fonction surrénale des patients AMN avec
un phénotype précoce de taaladic d’Addison, notamment en restaurant ’activité du
récepteur de I’ACTH (Adrénocorticotrophing(Cappaet al.2011).

VI.2. Greffe de moelle osseuse et thérapie génique.

A ce jour, la greffe de moelle osseuse constitue la seule réelle thérapie pour les patients
présentant un phénotype CALD (Cartiet al. 2010). Le premier essai concluant de
transplantation de cellules souches hématopoiétiques (HSCT, « Hematopoietic Stem Cell
Transplantation ») chez un patient X-ALD, date de 1990 (Aubeuad) 1990). Cette thérapie

permet de stopper le processus de démyeélinisation cérébrale inflammatoire, et ce environ un
an apres la transplantation. La transplantation de cellules souches hématopoiétique est surtout
réservée aux enfants CALD ne présentant pas de déficits neurologiques et avec des lésion

démyélinisantes peu marqueee

Le mécanisme précis par lequel la greffe stoppe le processus de démyeélinisation reste encor
inconnu. Chez les souris déficientes Abcdl la transplantation de moelle osseuse
permettrait la recolonisation partielle et lente du cerveau, par les cellules microgliales dérivées
des cellules souches hématopoiétiques du donneur (Keretedy 1997). Cette faible
recolonisation (30% un an aprés la greffe) ne permetinaitde corriger 1’accumulation
d’AGTLC au niveau cérébral, a une exception pres (Yaneadd 2004). En effet, chez un

male receveur, une recolonisation un peu plus efficace au niveau du cerveau se serait traduit
par une diminution de 1’accumulation d’AGTLC. Au niveau de tissus riches en cellules
dérivées de la moelle osseuse, tels que la rate et le foie, la recolonisation des organes aprés
transplantation serait élég (Kennedyet al. 1997), etpermettrait de diminuer 1’accumulation
d’AGTLC (Yamadaet al.2004). Il semblerait que les cellules issues du donneur corrigent les
troubles métaboliques liés a I’X-ALD par contact avec les cellules déficientes Adrcdl
(Yamadaet al.2004).

La thérapie génique constitue une alternative intéressante a la transplantation de cellule
souches hématopoiétiques (Cartedr al. 2009). Elle consiste a réimplanter les cellules
souches du patient qui ont été modifiées génétiqguement pour exprimer la protéine déficiente
ABCDL1. Un mois apreés la transplantation, environ 25% des cellules sanguines périphériques
expriment le transporteur ABCD1 non r@u@ ce jour, quatre enfants ont pu bénéficier de la

thérapie génique, mais les résultats pour seulement deux d’entre eux ont été publiés. Ces deux
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enfants d’environ 7 ans, présentaient un phénotype CALD peu avancé et étaient en attente

d’une transplantation de cellules souches hématopoiétiqueacuA donneur n’étant
compatible, ils ont pu profiter des premiers essais de la thérapie génique dans le cadre de I’X-

ALD. Malgré une faible proportion de cellules souches hématopoiétiques corrigées
réintroduites, le processus de démyélinisation fut stoppé chez les deux patients, environ un an
apres la transplantation. Trois ans apres, leurs examens neurologiques sont normaux, mais ils
présentent tout de méme des déficits cognitifs Iégers, dus a la progression des lésions au cours

de I’année suivant la transplantation.

VI.3. Piste thérapeutique

Depuis une dizaine d’année, la piste d’une thérapie pharmacologique basée sur la redondance
fonctionnelle partielle entre les transporteurs ABCD peroxysomaux, a €té envikagée
chapitre 3 de I’introduction détaille ce phénoméne de redondance fonctionnelle entre les
transporteurs ABCD peroxysomayet fait un bilan des thérapies pharmacologiques visant &
induire I’expression d’ABCD2 et/ou ABCD3 chez les patients atteints d’X-ALD?,

% Voir page64 : Les transporteurs ABCD peroxysomaux et la redondance fonctienne
* Voir page67: Les traitements visant a induire I’expression d’ABCD2 et/ou ABCD3
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CHAPITRE 3:
LES TRANSPORTEURS ABCD
PEROXYSOMAUX
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I. GENERALITES SUR LES TRANSPORTEURS ABC

Les transporteurs membranaires jouent un réle fondamental dans la cellule, particulierement
dans I’importation de substances nutritives et 1’élimination des déchets métaboliques. La
superfamille des transporteurs ABC constitue une catégorie importante de transporteurs
membranaires. On les retrouve dans tous les types cellulaires, des procaryotes aux eucaryotes.
Depuis 1999, afin de faciliter leur identification les 48 transporteurs ABC présents chez
I’Homme sont classés en fonction de leur séquence, en 7 sous-familles de ABCA a ABCG, et

portent un numéro qui fasbuvent référence a 1’ordre dans lequel ils ont été découverts. Le

premier transporteur a avoir été identifié est la glycoprotéine-P (P-gp), dorénavant nommée
ABCB1 (Juliancet al.1976).

Grace al’énergie libérée par la fixation et I’hydrolyse d’ATP, les transporteurs ABC
déplacent une large variété de substrats a travers les membranes, de fagon unidirectionnelle.
On distingue plusieurs catégories de transporteurs ABC, notamment en fonction de la
direction du transport des substrats. Les exportateurs transportent leurs substrats du
cytoplasme, a I’extérieur de la cellule ou a I’intérieur d’un organite. Ils sont présents chez les
procaryotes et les eucaryotes, et permettent d’éliminer des xénobiotiques, des toxines, des
polysaccharides, des lipides et des stérols. Les importateurs sont retrouvés uniquement chez
les procaryotes. lls transportdng substrats a ’intérieur de la cellule, grace a I’intervention

de protéines PBP (« Periplasmic Binding Protein ») quifie substrat a I’extérieur de la

cellule et vont I’apporter au niveau des transporteurs. Chez les procaryotes, les importateurs
permettent d’accumuler des substances essentielles comme les acides aminés, les sucres, les

ions et des vitamines. Il existe une troisieme catégorie de transporteurs ABC qualifiés de
"non-transporteurs”. Cette catégorie regroupe des canaux perméables aux ions, tel que
ABCC7 (CFTR, « Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator »), mais
eégalement des protéines qui régulent les canaux ioniques (SUR1, ABCCS8). Le
fonctionnement de ces protéines dépend bien de I’hydrolyse d’ATP, mais cette hydrolyse ne

permet pas en elle-méme le transport de substrats. Les "non-transporteurs” comprennent
également les transporteurs ABC qui sont dépourvus de domaines transmembranaires. Ces
protéines solubles sont impliquééans 1’organisation des chromosomes, la réparation de

1’ADN ou encore dans le transport des ARNm (Acide RiboNucléique messager) en dehors du

noyau.
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Les transporteurs ABC interviennent dans la plupart des processus biologiques. Chez

I’Homme, ils sont associés a de nombreuses maladies génétiques, telles que I’X-ALD ou la

mucoviscidose (Tableau 2). Certains transporteurs ABC interviennent également dans la

résistance des cellules a des agents chiomiothérapeutiques, en les expulsant des cellules. Ce

phénoméne de résistance est appelé MDR (« Multi Drug Resistance ») et implique 15
transporteurs ABC, dont la P-gp (ABCB1), MRP1 (« Multi Drug Resistance Protein » 1,
ABCC1) ou encore BCRP (« Breast Cancer Resistance Protein », ABCGRlufdaat des

recherches menées sur les transporteurs ABC porte sur le phénomene MDR et en particulier

sur la P-gp.
Protéine Nomendature ABC Fonction Maladie associée
ABC1 ABCA1 Efflux de cholestérol Maladie de Tangier
ABCR ABCA4 Transport de rétinal (vitamine A) Dégénération maculaire
I TAP1/2 ABCB2/B3 Transport de peptides antigéniques Déficit immunitaire
ABC7 ABCB7 Transport de Fer Anémie et Porphyrie
ABCB6 ABCB6 Transport mitochondrial de porphyrine Porphyrie
MRP6 ABCC6 ? Pseudoxanthome élastique
ALD ABCD1 Importation peroxysomale dAGTLC-CoA  Adrénoleucodystrophie liée a I'X
I PMPG9 ABCD4 Régulation du transport de la VitB12? Carence en Vitamine B12 I
Stéroline 1/2  ABCG5/G8 Efflux de stérols/phytostérols Sitostérolémie
PGY/MDR3 ABCB4 Efflux de phosphatidylcholine
BSEP/SPGP ABCB11 Efflux d’acides biliaires Maladies hépatiques
MRP2 ABCC2 Efflux de bilirubine conjuguée
MDR1 ABCB1
Efflux de xénobiotiques hydrophobes
BCRP/MXR ABCG2
Résistance a la chimiothérapie
MRP1 ABCC1 Efflux de xénobiotiques conjugués
MRP4 ABCC4 Efflux de nucléosides conjugués
CFTR ABCC7 Canal ionique et régulateur de canaux Mucoviscidose
I SUR ABCCS8 Régulation de canaux potassiques Hyperinsulinisme congénital

Tableau 2 : Maladies dues a une déficience en transporteur ABC.
[Adapté de (Linton 2007)]

II. STRUCTURE DES TRANSPORTEURS ABC

Pour étre fonctionnel, un transporteur ABC comporte au minimum 4 domaines centraux

deux domaines transmembranaires et deux domaines cytosoliques, de éxdtlydrolyse

d’ATP (Higginset al. 1986).

Les domaines transmembranaires (TMD) fixent les substrats et conditionnent ainsi la

spécificité du transporteur. Ils sont trés variables d’un transporteur a I’autre et présentent une

faible identité de séquence. Le plus généralement, chacun des deux TMD comporte 6
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héliceso. qui peuvent former ensemble une poche de fixation du substrat, ouverte du coté

cytoplasmique a 1’état basal (Aller et al.2009).

Les deux domaines de fixation des nucléotides (NBD, « Nucleotide Binding Domain »)
fournissent 1’energie nécessaire au transport des substrats. IlIs sont trés conserveés entre les
transporteurs ABC et présentent les motifs caractéristiques de la superfamille ABC. Chaque

domaine NBD (environ 200 acides aminés) comprend entre autre :

- un motif appelé Walker A ou P-loop dont la séquence consensus est riche en:glycine
GxxG(A/C/S)GKS/T (ou x peut &tn’importe quel acide aminé),

- un motif Walker B de séquence consensus hhhhD ou h est un acide aminé hydrophobe
(Walkeret al.1982),

- et une séquence caractéristique appelée "signature ABC" ou motif C dont la séquence

consensus est LSGG(Q/E). Cette séquence est caractéristique des transporteurs ABC.

Ces 3 motifs sont impliqués dans la fixation et I’hydrolyse d’ATP. Les NBD fonctionnent

sous forme de dimére, interagissant en téte a queue ("sandwich inversé"). Au sein d’un
transporteur fonébnnel, la dimérisation des NBD crée 2 poches de fixation d’ATP, chaque

NBD contribuant a la fixation des 2 molécules. En effet, un site de fixation comprend le
Walker A et le Walker B d’un NBD, en association avec la "signature ABC" de I’autre NBD
(Smithet al.2002).

Chez I’'Homme, les deux TMD et les deux NBD qui sont nécessaires et suffisants au transport
des substrats par les transporteurs ABC, peuvent étre fusionnés au sein d’une seule protéine

ou bien étre exprimés séparément. Ainsi, les transporteurs ABC peuvent étre qualifiés de
transporteurs entiers ou de demi-transporteurs (Figure 8). Un transporteur ABC entier
comprend 2 TMD et 2 NBD qui s’enchainent de la fagon suivante : TMD1-NBD1-TMD2-

NBD2 (exempled’ABCB1) (Figure &). Certains transporteurs entiers possédent un TMD
supplémentaire TMDO-TMD1-NBD1-TMD2-NBD2 (exemplel’ABCC1) (Figure 8).

Enfin, les demi-transporteurs ABC, tels que les membres des sous-familles ABCD et ABCG,
contiennent seulement un TMD et un NBD et doivent absolument se dimériser afin de
constituer un transporteur ABC fonctionhels peuvent présenter une configuration TMD-
NBD comme les transporteurs ABCD (Figui@)8ou une configuration inversée NBD-TMD

comme les transporteurs de la sous-famille G (FigDje 8

® Voir page72: La dimérisation des demi-transporteurs
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Figure 8: Représentation schématique de la topologie des transporteurs ABC entiers (A),etntiers
avec un TMD supplémentaire (B), et des demi-transporteurs (C).et (D
[Adapté de (Mo et al. 2009)]

[ll. LA FONCTION DE TRANSPORT DES TRANSPORTEURS ABC

[ll.1. Le cycle catalytique

Le modéle du cycle catalytique le plus répandu pour décrire le transport des substrats par les
transporteurs ABC, est le modele « ATP-sWit (Figure 9) (Higginset al. 2004). Dans ce
modeéle, I’énergie nécessaire au transport du substrat provient non seulement de son
hydrolyse, mais également de sa fixation sur les NBD et deésailim sous forme d’ADP et

Pi.

Le cycle de transport du substrat débute avec la fixation du substrat sur un site de haute

affinité, localisé au niveau des TMD et accessible du coté cytoplasmique. Cette fixation

entrainerait une modification de la conformation des TMD qui se répercuterait sur les NBD et

faciliterait la fixation d’ATP et le rapprochement des NBD. Le dimere de NBD passerait alors

d’une configuration ouverte, a une configuration fermée dans laquelle les deux molécules

d’ATP seraient prises en sandwich a I’interface des 2 NBD. Le rapprochement des deux NBD

en configuration fermée, provoquerait a son tour une modification majeure de la conformation

des TMD et initierait la translocation du substrat. Le site de fixation du substrat localisé au

niveau des TMD ferait alors face au milieu extracellulaire et perdrait son affinité pour le
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substrat. La "communication” entre les TMD et les NBD ferait intervenir deux structures
nommées ICL (« IntraCytosolic Loop ») qui sont des prolongements cytoplasmiques des
TMD. Ces structures constituées chacune de 3 hélices a, sont positionnées a 1’interface entre

les TMD et les NBD et permettraient geopager 1’énergic médiée par la fixation et
I’hydrolyse d’ATP, au transport du substrat (Dawsetral. 2006).

Extracellular space A
Ligand
sESees) ‘ } S :7.:_ j

Cytosol Open dimer Closed dimer Open dimer

Figure 9 : Fonctionnement des transporteurs ABC selon le modéle « ATP-Switch ».

Les deux domaines NBD passent d’une configuration dimérique fermée autour de 2 molécules d’ATP
a uneconfiguration ouverte aprés hydrolyse d’ATP et libération d’ADP et de Pi. [Issu de (Linton
2007)]

Enfin, ’hydrolyse d’ATP déstabiliserait les NBD et initierait le retour du transporteur dans un

état basal, qui s’achéverait avec la libération d’ADP et de Pi (Phosphate inorganique). A la fin

du cycle de transport, le dimére de NBD est en configuration ouverte, tandis que le site de
fixation du substrat est accessible du coté cytoplasmique et présente une haute affinité pour le
substrat. Dans ce modéle « ATP switcHa fixation et I’hydrolyse des deux molécules

d’ATP est séquentielle et coopérative. A ’état basal, les NBD sont libres et adoptent une
conformation ouverte, avec un espacement de 20 a 30A entre les deux NBDe{Adler

2009).

Un autre modéle de mécanisme des transporteurs ABC, appelé « constant contact model »,
proposel’existence d’une asymétrie dans le fonctionnement des deux poches de fixation

d’ATP, et n’implique pas la perte de contact entre les NBD au cours du cycle de transport du
substrat (Georgeet al. 2012). Ce modele a été €laboré a partir d’études plus anciennes

réalisées par 1’équipe de Senior et qui proposaient une hydrolyse alternative des deux
molécules d’ATP fixées au niveau des NBD (Senioret al. 1995). Dans ce modele, seule une

des deux poches de fixation d’ATP est occupée. Le second site est libre et présente une faible
affinit¢ pour ’ATP. Les NBD sont en configuration fermée autour de la molécule d’ATP,

tandis qu’ils sont en configuration ouverte au niveau du second site libre. La fixation du
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substrat entrae I’hydrolyse d’ATP au niveau du premier site, ce qui permet d’augmenter
I’affinité pour I’ATP du site libre. La fixation d’ATP au niveau du second site induit la
fermeture des NBD autour de I’ATP et leur ouverture au niveau du premier site, libérant ainsi
de ’ADP et du Pi. Ce changement de conformation s’accompagnerait de la libération du
substrat. L’hydrolyse de la molécule d’ATP fixée sur le second site permettrait alors le retour

du transporteur a 1’état basal.

[1l.2. Les transporteurs ABC participant au transport de lipides

Plusieurs mécanismes interviennent dans le transport des lipides a travers les membranes
cellulaires. Les lipides peuvent diffuser passivement d’un feuillet membranaire a I’autre, par

un mécanisme appelé "flip-flop”, ce mouvement bidirectionnel pouvant étre facilité par
I’intervention de protéines présentes dans la membrane. Certains lipides tels que le
cholestérol, les phospholipides, les sphingolipides ou encore les AGTLC, sont incapables de
traverser les membranes cellulaires de facon passive (ou trés lentement : coefficient de
diffusion des phospholipides estimé a'i@n?.s) (Tarling et al. 2013). Leur transport
nécessite 1’intervention d’enzymes flippases dont P’activité dépend de 1’hydrolyse d’ATP
(Coleman et al. 2013) ; i) les ATPases de type P4 qui en tant que flippases permettent le
transfert de certains lipides (phospholipides) du feuillet externe de la membrane, au feuillet
interne cytosolique afin de maintenir 1’asymétrie naturelle des biomembranes ; ii) les
transporteurs ABCqui a I’inverse, permettent le transfert de lipides du feuillet interne

cytosolique de la membrane, au feuillet externe.

Parmi les 48 tnasporteurs ABC présents chez ’Homme, certains participent au transport de
lipides, tels que le cholestérol, les stérols végétaux, les acides biliaires, les phospholipides, les
sphingolipides ou encore les AGTLC (Figure 10). Le premier transporteur ABC a avoir été
associ¢ au transport de lipides est ABCB4. En effet, afin d’identifier la fonction de ce
transporteur tres proche de la P-gp (ABCB1), des souris déficientdscba/- ont été créées
(Smitet al.1993). Les chercheurs ont alors observé que ces souris mutantes étaient incapables
d’excréter la PC dans la bile. Depuis, une vingtaine de transporteurs ABC ont été caractérisés
comme transporteurs de lipides. lls ne sont pas seulement localisés dans la membrane
plasmique, mais également dans la membrane peroxysomale, lysosomale ou encore
endosomale (Figure 10). Les termes de feuillet interne et feuillet externe ne sont donc pas

forcément trés appropriés a I’ensemble des transporteurs ABC impliqués dans le transport des
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lipides. Pour généraliser, le feuillet interne de la membrane fait référence au feuillet
cytosolique, tandis que le feuillet externe fait face au milieu extracellulaire ou a 1’intérieur

d’un organite (feuillet extracellulaire ou luminal).

Mitochondria
Retinal rod

Outer segment disc
- —>
Phospholipid = N-retinyl-
ABCA4 phosphatidyl-

ethanolamine

Glucosyl E - ABCC1 C —% B
ceramide : ABCD Peroxisome = Bilirubin
m < S ABCB4 %, ABCD2/ABCD2

Phospholipid SES~

ABCC2 == =

—=F

|IIJ

== _» mm
<« == ABCB11 =T Bile salts
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Bile salts ==

ABCG4/ABCGA
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Lomellar body

Figure 10: Localisation cellulaire des transporteurs ABC impliqués dans le transport de lipides.
[Issu de (Tarling et al. 2013)]

[11.3. Le mécanisme de transport des lipides

Le mécanisme général de transport des lipides est trés vraisemblablement similaire a celui des
molécules solubles, a la différence prés que les lipides accéderaient a la poche de fixation du
substrat depuis le feuillet cytosoliqgue de la membrane. La fixation du substrat
s’accompagnerait d’un réarrangement important des TMD, aboutissant a la présentation de

cette poche et de son substrat, du c6té extracellulaire ou du co6té luminal (suivant la
localisation du transporteur).

Trois modéles de transport des lipides par les transporteurs ABC ont été proposés (Figure 11).
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Figure 11 : lllustration des trois modeles de transport des lipides assuré par les transporteurs ABC.
Les trois modeles (A, B, et C) sont détaillés dans le texte. [Adapté de (Tarling et al. 2013)]

Dans le premier modele (Figure 11A), les lipides rejoignent la poche de fixation depuis le
feuillet membranaire cytosolique, puis ils sont transportés dans le feuillet membranaire
externe (ou luminal) qu’ils ne peuvent pas quitter. Dans le second modele (Figure 11B), les
lipides rejoignent la poche de fixation depuis le feuillet membranaire cytosolique, puis ils sont
transportés en direction du milieu extracellulaire (ou luminal), et quittent la poche de fixation
du substrat aprés avoir été récupérés par un accepteur. Ces accepteurs peuvent étre une
lipoprotéine (ABCA1, phospholipides) (latah al. 2011), des acides biliaires (ABCBR(C;
ABCG5/G8, cholestérol) (Morit@t al. 2007 Vrins et al. 2007), ou une enzyme (ABCD1,
AGTLC ; voir chapitre suivant). Il semblerait que les transporteurs ABC de lipides se
comportent davantage comme de réels exportateurs, plutdt que de simples flippases, en
transférant les lipides du feuillet cytoplasmiqgue a un accepteur localisé dans le milieu
extracellulaire ou dans un organite. Dans une troisieme configuration, les transporteurs ABC
de lipides peuvent transférer leur substrat, du feuillet extracellulaire ou luminal, directement

sur un accepteur (Figure 11C

[ll.4. La collaboration entre protéines dans le transport de substrat impliquant un
transporteur ABC

Chez les bactéries gramégatives, telle qu’E. coli, I’efflux de lipoprotéines de la membrane

interne implique 1’intervention d’une protéine acceptrice (Figure 12). Ce mécanisme est
impliqué dans la biogénese de la membrane externe des bactéries gram-négatives qui pour
rappel présentent en plus de la membrane plasmique (membrane internet), une membrane

externe, avec un espace périplasmique situé entre les deux membranes.
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Membrane externe

> Espace périplasmique

Membrane plasmique

Transporteur ABC

Figure 12: Efflux de lipoprotéines de la membrane plasmique (interne) chez les bactéries gram-
négatives.
[Adapté de (Tokuda 2009)]

L’efflux de lipoprotéines fait intervenir un transporteur ABC composé de 4 chaines
polypeptidiques : LolC et LolE qui correspondent aux deux TMD, et deux copies de LolD qui
correspondent aux deux NBD (Tokuda 2009). La lipoprotéine, ancrée dans le feuillet
périplasmique de la membrane plasmique, serait reconnue par le complexe LolCDE, induisant
la fixation d’ATP au niveau des NBD, et un réarrangement important des TMD. Ce
changement s’accompagnerait d’une diminution de 1’affinité du substrat pour son site de

fixation. Cependant, la lipoprotéine resterait liée au transporteur ABC, jusqu’a ce qu’elle soit

prise en charge par la protéine périplasmique LolA. Le complexe lipoprotéine-LolA
traverserait alors le périplasme en direction de la membrane externe, ou la lipoprotéine serait

transférée sur la lipoprotéine LolB, puis intégrée dans la membrane externe.

L’intervention d’accepteur dans 1’efflux des substrats n’est pas limitée au transport des
lipides. En effet, le transporteur ABCB2/ABCB3 (TAP1/TAP2, également appelé TAP

importe des peptides antigéniques cytosoliques a I’intérieur du réticulum endoplasmique, ou
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ils sont chargés sur le CMH |. De plus, ce mécanisme (elired. 2012), fait intervenir au

total 6 protéines différentes qui interagissent de fagon continue ou transitoire (Figure 13

- le transporteur hétérodimérique ABCB2/B3 qui reconnait et transporte les peptides
antigéniques cytosoliques dans le réticulum endoplasmique,

- une glycoprotéine, la tapasine, qui se lie au transporteur ABC au niveau d’un TMD
supplémentaire (TMDO),

- une oxydoréductase, ERp57, qui joue un réle de protéine chaperonne et qui est reliée a
la tapasine via un pont-disulfure,

- un CMH | préassemblé, composé d’une chaine lourde et de PB2-microglobuline,
interagissant avec la tapasine,

- une seconde protéine chaperonne, la calréticuline, qui stabilise le CMH | et interagit
avec ERp57.

Proteasome

Réticulum
endoplasmique

Figure 13 : Mécanisme de présentation des peptides antigéniques par le CMH de classmt, f
intervenir le transporteur TAP (ABCB2/ABCB3).
[Adapté de (Hinz et al. 2012)]

Dans ce gros complexe, la tapasine fait le lien entre le transporteur ABC et le CMH | associé
aux protéines chaperonnes, et catalyse la fixation d’un peptide antigénique sur le CMH |I.
Cette fixation stabilise alors le CMH | qui quitte le réticulum en direction de la membrane

plasmique, via I’appareil de golgi.

L’exemple du mécanisme de présentation des peptides antigéniques par le CMH I illustre bien
le fait que lesransporteurs ABC sont souvent amenés a interagir avec d’autres protéines dans

le cadre de leur fonctionnement.
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IV. REGARD SUR LES TRANSPORTEURS ABCD PEROXYSOMAUX

Les trois demi-transporteurs ABCD1, 2 et 3 sont localisés dans la membrane du peroxysome
ou ils semblent étre impligués dans le tramspBAGTLC activés en acyl-CoA (van
Roermundet al.2008).

Bien que peu d’informations aient été obtenues a ce sujet, leur mécanismed’action serait

vraisemblablement similaire aux autres transporteurs ABC :

- la fixation du substrat s’accompagnerait d’un changement de conformation des TMD
d’ABCD1 (Guimaraest al.2005),

- la fonction de transporteud’ABCD1 et d’ABCD3 nécessiterait la fixation et
I’hydrolyse d’ATP au niveau de leurs NBDs (Imanakaet al. 1999 Roeriget al. 2001, Tanaka
et al.2002),

- etle NBDd’ABCD3 associé¢ sous forme dimérique, changerait de conformation suite
a la fixation et a’hydrolyse d’ATP (Kashiwayameet al. 2002). De fagon intéressante, la
fixation d’ATP stabiliserait le dimére de NBD.

Concernant le ¢n entre la fixation du substrat, la fixation d’ATP et les changements de
conformation des TMD et des NBD, peu de choses sont connues. Il est supposé que les NBD
et les TMD sont étroitement liés durant le cycle de transport. En effet, en présence de substrat,
le blocage du cycle catalytique par daslécules d’ATP non hydrolysables, bloquerait le
changement de conformation des TMD normalement observé (Guinetrats2005). La
"communication” entre les TMD et les NBD pourrait faire intervenir un motif tres conservé
chez les transporteurs ABCD peroxysomaux (motif "EAA"), localisé entre les hélices
transmembranaires 4 et 5 (Shahal. 1995 Dauset al. 2007 Dietrich et al. 2009).

Les transporteurs ABCD peroxysomaux participent au transport des lipides, plus précisément
des AGTLC. Comme il a été évoqué précédemment, le transport de lipides nécessite
I’intervention d’accepteurs qui récupérent les substrats au niveau de leur poche de fixation,
coté extracellulaire ou luminal. Mais le transport des lipides pourrait également faire

intervenir des protéines chargées d’amener les substrats au niveau du transporteur ABC...

Drailleurs, du c6té cytoplasmique, il a recemment été montré que les transporteurs ABCD1 et
ABCD3 interagissaient avec plusieurs protéindsCLY (« ATP Citrate Lyase ») et FASN
(« Fatty Acid SyNthase) impliquées dans la synthése d’AG a partir d’acétyl-CoA, et FATP4

(ACSVL5), une synthétase impliquée dans 1’activation et le transport des AGTLC (Hillebrand
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et al. 2012). En plus, d’interagir avec ABCDI et ABCD3, ces protéines interagissent
également ensembieACLY avec FASN (et avec I’acétyl-CoA carboxylase qui synthétise de
I’acétyl-CoA), et FASN avec FATP4. On peut tout de méme se demander pourquoi des
enzymes impliquées dans la synthése d’AG seraient fonctionnellement reli€ées a une protéine

qui transporterait ensuite ces AG dans le peraxygsen vue de leur dégradation. ..

Du c6té peroxysomal, il a été montré qu’ABCDI interagissait avec ACSVL1 (FATP2), une
synthétase impligie dans 1’activation des AGTLC (Makkar et al. 2006) L’interaction d’un
transporteur ABCD avec une synthétase peroxysomale a été également récemment décrite
chez la levure et la plante (van Roermwaidal. 2012 De Marcos Lousat al. 2013). Ces

études ont permis de faire émerger une nouvelle théorie selon laquelle les transporteurs
ABCD peroxysomaux hydrolyseraient les acyl-CoA (avant ou pendant leur transport) en
AGTLC. Une fois dans le peroxysome, les AGTLC libres seraient réactivés par une
synthétase liée au transporteur, avant d’étre métabolisés par B-oxydation. Il est tout a fait
envisageable que I’ACOX1 qui est la premiere enzyme intervenant dans cette voie, joue le

role d’accepteur dans la matrice du peroxysomet prenne en charge les substrats des
transporteurs ABCD peroxysomaux. Ces transporteurs présentent d’ailleurs une région tres
conservée entre les hélices transmembranaires 1 et 2 (motif "loop 1") € hanil995)

Situé du c6té peroxysomal, ce domaine pourrait étre impligué dans le recrutement de

protéines de la matrigeroxysomale telles qu’ACSVLI ou encore ACOXI.

Finalement, les transporteurs ABCD peroxysomaux ne fonctionneraient pas de maniére
isolée, mais feraient pastid’un gros complexe protéique spécialisé dans le métabolisme des

lipides.

V. LA REDONDANCE FONCTIONNELLE ENTRE LES TRANSPORTEURS ABCD
PEROXYSOMAUX, A LA BASE D’UNE PISTE THERAPEUTIQUE DE L'X-ALD

V.1. Les transporteurs ABCD peroxysomaux et la redondance fonctionnelle

Le gene ABCD1 (ALD) impliqué dans I’X-ALD code le transporteur ABCD1 (ALDP,

« Adrenoleukodystrophy Protein »), constitué de 745 acides aminés (MbsHei993). Il

s’exprime de fagon relativement ubiquitaire, mais apparait a un haut niveau d’expression
seulement dans quelques tissus : les glandes surrénales, le foie, les reins, les poumons, le

ceeur, I’intestin, le placenta et les testicules (Tableau 3 (Bergeret al. 1999 Langmannet al.

63



INTRODUCTION
CHAP 3 : LES TRANSPORTEURS ABCD PEROXYSOMAUX

2003 Hoftbergeret al. 2007). ABCD1 est surtout abondant dans les tissus demandeurs en
énergie, mais seulement dans certains types cellulaires. Ainsi, le transporteur est exprimé dans
les cellules du cortex des glandes surrénales, dans les cellules de Kupffer et les capillaires du
foie, dans les tubules distaux des reins ou encore dans les fibroblastes de la peau (Troffer-
Charlier et al. 1998). Au niveau cérébral, il est exprimé dans les cellules microgliales, les
cellules endothéliales, les astrocytes et dans une sous population d’oligodendrocytes, mais pas

dans les neurones (Fouquttal. 1997 Troffer-Charlieret al. 1998 Hoftbergeret al. 2007)

ABCDI1 serait chargé d’importer des AGTLC saturés et monoinsaturés® dans le peroxysome

(van Roermunekt al.2008 van Roermunett al.2011).

ABCDL fait partie de la sous famille D des transporteurs ABC. Cette sous famille comprend
quatre membres : ABCD1, 2 et 3 qui sont localisés dans la membrane du peroxysome, et
ABCDA4. Ce dernier a longtemps été considéré comme transporteur peroxysomal avant d’étre

localisé dans la membrane du réticulum endoplasmique (Kashiwagane. 2009)
Finalement, il serait absent du réticulum et présent dans la membrane lysosomale et

participerait au métabolisme de la vitamine B12 (Coelhal.2012).

La protéine ABCD2 est codée par le geABCD?2 (« AdrenoLeukoDystrophy-Related »,
ALDR) (Lombard-Platett al. 1996). Elle est constituée de 741 acides aminés et présente 66%
d’identité de séquence avec ABCDA. distribution tissulaire d’ABCD2 est plus restreinte

que celle d’ABCD1 (Tableau 3 L’expression du géne ABCDZ2 est essentiellement retrouvée

dans le cerveau, le cceur, les glandes surrénales et 1’utérus, et seulement dans certains types
cellulaires : dans la zone médullaire des glandes surrénales, dans les neurones, les astrocytes
et les cellules microgliales du cerveau (Lombard-Pletedl. 1996 Holzinger et al. 1997,
Langmannet al. 2003) Chez la souris, I’expression du géne Abcd2 est non seulement
retrouvée dans les neurones, les astrocytes et les cellules microgliales du cerveau, mais
également dans les oligodendrocytes (Holzingieal. 1997). De maniére intéressante, les
protéines ABCD1 et ABCD2 présentent une expression tissulaire en partie chevauchante,
mais complémentaire au niveau cellulaire (Troffer-Chadteal. 1998). La présence des deux

transporteurs ne serait pas indispensable au bon fonctionnement des cellules.

® Voir page22 : L’importation des acides gras dans le peroxysome
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ABCD1

Souris Homme Souris

Muscle squelettique

Testicules

Poumons

Intestin

Trachée

Utérus

Tableau 3 Comparaison des profils d’expression en ARNm, des génes codant les trois transporteurs

ABCD peroxysomaux, chez la sourig’'8omme.

Les données concernant les tissus murins sont issus de la publication (Berger et al. 199@¢alis ni
d’expression relatifs des génes murins peuvent étre comparés seulement au sein d'une colonne . +I-
détectable uniquement par RT-PCR ; + expression faible ; ++ bonne expression ; +++ expressio
élevée ; @ pas de donnée. Les données concernant les tissus humains sont issus detianpublica
(Langmann et al. 2003]).es niveaux d’expression relatifs des génes humains peuvent étre comparés

au sein d’une colonne (e<ee<ese<sseelesess) Afin de comparer les niveaux d’expression des trois
transporteurs ABCD peroxysomaux au sein d’un tissu (analyse horizontale), il faut se référer au code
couleur: niveau d’expression élevé (rouge), moyen (vert), faible (bleu) et trés faible (gris).

A ce jour, aucune pathologie n’a été associée a la déficience en ABCD2 Elle serait impliquée
dans ’importation des AG a longue et trés longue chaine, mono et polyinsaturéSeninet al.

2017, van Roermunckt al. 2011). ABCD2 pourrait également jouer un réle dans la synthése
du DHA. En effet, les neurones corticaux de souris déficienteAbed?2 présentent une
diminution de 30% des niveaux en DHA (Fourcatial. 2009).

Enfin, la protéine ABCD3 (PMP70, « 70kDa peroxisomal membrane protein ») est codée par
le genePMP70(ABCD3 (Kamijo et al. 1990). Ce transporteur de 659 acides aminés présente
45% d’identité de séquence avec ABCD1. Ce fut le premier transporteur ABC peroxysomal
identifié. L’expression du gene ABCD3 sous forme d’ARNm est relativement ubiquitaire

" Voir page22 :L’importation des acides gras dans le peroxysome
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(Tableau 3). Cependant il est plus fortement exprimé dans le cerveau, les testicules et le
thymus, ainsi que dans le foie et les reins (Beegerl. 1999 Kemp et al. 2011). A ce jour
aucune patholdgn’a été associée a sa déficience, méme si il fut un temps soupgonné d’étre a

I’origine de troubles de la biogenese du peroxysome chez deux patients atteint du syndrome

de Zellweger (Gartneet al. 1992 Shimozawaet al. 1996). Au niveau fonctionnel, ABCD3
prendrait en charge les précurseurs des acides biliaires, les AG méthylés et les AG

dicarboxylique& (Visseret al.2007).

Au vu de leur similarité structurelle et également de la complémentarité de leur profil
d’expression, il a été supposé que les trois transporteurs ABC peroxysomaux pourraient
présenter une redondance fonctionnelle. Et en effaigrhentation de 1’expression des
protéines ABCD2 et ABCD3 chez des souris traitées au fénofibrate permet de restpurer la
oxydation des AGTLC au niveau du foie (Netikal. 1999) La surexpression d’ABCD3 dans

des fibroblastes de patients X-ALD corrige partiellemerfi-txydation des AGTLC, tandis

que la surexpression d’ABCD2 la corrige complétement et normalise les niveaux en AGTLC
(Braitermanet al. 1998 Kemp et al. 1998 Netik et al. 1999) L’efficacité d’ABCD3 pour
remplacer ABCDI1 est d’autant plus étonnante que la protéine est déja exprimée au niveau
basal dans les fibroblastes. Sa surexpression serait donc nécessaire a la restaurdtion de la
oxydation peroxysomale. La correction de la déficiencéABED1 ne serait pas liée a sa
stabilisation pr 1’un des deux autres transporteurs ABC peroxysomaux, mais bien a une
compensation fonctionnelle par ABCD2 et ABCD3 (Neek al. 1999). In vivo, la
surexpression (x&10) ubiquitaire d’Abcd2chez des souris X-ALD permet de normaliser les
niveaux en AGTLC au niveau de la moelle épiniére, des glandes surrénales et du nerf
sciatique (Pujolet al. 2004). Elle permet également de prévenir le phénotype "AMN"
normalement développé chez ces souris déficientédeahl

V.2. Les traitements visant a induire I’expression d’ABCD2 et/ouABCD3

Comme nous ’avons vu précédemment, les transporteurs ABCD peroxysomaux présentent
une redondance fonctionnelle partielle. Il existe toute une panoplie de molécules qui ont été
décrites pour induire I’expression d’ABCD2 et/ou d’ABCD3 in vivo et qui sont donc

intéressantes d’un point de vu thérapeutique car elles pourraient permettre de restaurer le

8 Voir page22 : L’importation des acides gras dans le peroxysome

66



INTRODUCTION
CHAP 3 : LES TRANSPORTEURS ABCD PEROXYSOMAUX

transport des AGTLC dans le peroxysoriez les patients atteints d’X-ALD, et ainsi

normaliser les niveaux tissulaires et plasmatiques d’AGTLC.

V.2.1.Les agents hypolipidémiants

Les statines et les fibrates sont deux types d’agents hypolipidémiants capables d’induire in

vivo I’expression du gene ABCD2

Chez des patients atteints d’X-ALD, la lovastatine permet de diminuer les niveaux
plasmatiques en AGTLC aprés 6 mois de traitement (Séhgil. 1998a). Cette diminution
serait liée a la stimulation de la B-oxydation du C24:0 dans les cellules déficienteABED1
(Singh et al. 1998b). Les déts de la lovastatine passeraient probablement par 1’activation
d’un facteur de transcription de type SREBP (« Sterol Regulatory Element Binding Protein »)
qui se fixerait sur le promoteur du ge®dCD2 au niveau d’un ¢élément de réponse
spécifique (SRE, « Sterol Response Elemégiitveinhoferet al.2002).

Le fénofibrate stimule 1’expression hépatique d’Abcd2et d’Abcd3chez la souris et le rat, et
restaure Ig-oxydation peroxysomale dans le foie de souris déficieamégcdl(Albet et al.

1997 Netik et al. 1999). Malgré 1’absence de PPRE (« PPAR Response Element »)
fonctionnel dans son promoteur, 1’induction hépatique du geéne Abcd2 par le fénofibrate
dépend de PPARa (« Peroxisome Proliferator-Activated Receptar) (Fourcadeet al. 200%,
Rampleret al. 2003). Au niveau hépatique, inécanisme d’induction serait indirect et ferait
intervenir un facteur de transcription de type SREBP susceptible de se lier au SRE présent
dans le promoteur d’Abcd2(Weinhoferet al.2002 Rampleret al.2003).

V.2.2.Les agents proliférateurs de peroxysome

Le traitement au 4-PBA (4-phénylbutyrpide cellules humaines et murines déficieraas
ABCD] restaure Ig-oxydation des AGTLGrace a I’induction de I’expression d’ABCD2 et

corrige les niveaux en AGTLC (Kemgt al. 1998 McGuinnesset al. 2001).In vivo, le 4-

PBA permet de normaliser les niveaux en AGTLC dans les glandes surrénales de souris
déficientes emAbcdl mais également dans leur cerveau (Keshml. 1998). Chez le rat,
I’administration de 4-PBA induit I’expression hépatique d’Abcd2 mais ne module pas son
expression cérébrale. Pourtant, le traitement de cellules gliales de rat stimule I’expression

d’Abcd2(Gondcailleet al.2005).
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Malgré sa capacité a induire la prolifération des peroxysomes, I’action du 4-PBA ne passerait

pas par ’activation de PPARa, sauf dans le foie ou I’induction d’Abcd2dépendrait en partie

de PPARa. Le 4-PBA induirait I’expression d’Abcd2 principalement grace a I’inhibition
d’histone désacétylases (Gondcailkt al. 2005). Ces enzymes ont un réle important dans la
régulation épigénétique. Elles éliminent les groupements acétyles des histones, favorisant la
condensation de la chromatine et donc agissent comme des inhibiteurs de la transcription.

V.2.3.Les hormones stéroidiennes

La plupart des patints atteints d’X-ALD présente une insuffisance primaire du cortex
surrénal qui s’accompagne d’une diminution des niveaux plasmatiques en DHEA
(Déhydroépiandrostérone) conjuguée au sulfate (DHEA-8)viVvo I’administration de
DHEA-S a des rongeurs males induit 1’expression hépatique d’Abcd2et Abcd3(Gueugnoret

al. 2007). ContrairementAbcd3 le mécanisme d’induction hépatique d’Abcd2ne dépendrait
pas de PPARa.

V.2.4.Les AG polyinsaturés

Chez le rat, une alimentation riche en AG polyinsaturés (en3@gpermet d’induire

I’expression hépatique des genes Abcd2et Abcd3(Leclercget al.2008).

V.2.5.L’hormone thyroidienne T3 (Triiodothyronine)

Le traitement de fibroblastes cutanés issus de patietEIXavec I’hormone thyroidienne

T3, permet d’induire 1’expression d’ABCD2 et de corriger les niveaux d’AGTLC, mais
seulement de fagon transitoire (Fourcade al. 2003) Néanmoins, [’utilisation de
thyromimétiques, moins sensibles a I’inactivation par des enzymes, permet d’induire
I’expression du géne ABCD2dans des fibroblastes de patients atteints d’X-ALD, de fagon non
transitoire (Geninet al. 2009). In vivo, le traitement de ratpar 1’hormone T3 permet
d’induire I’expression hépatique d’Abcd2 mais pas son expression cérébrale (ou seulement
dans certains types cellulaires) (Fourcatl@l. 2003) Concernant son mécanisme d’action,
I’hormone T3 se lie aux récepteurs nucléaires des hormones thyroidiennes (TR, « Thyroid
hormone Receptoy, isoforme TRa ou TRP). Ces TR agissent en se fixant sur un élément de

réponse spécifique (TRE, « Thyroid hormone Response Element ») présent dans le promoteur
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de geénes cibles, sous forme d’hétérodimere avec RXRa (Récepteur X de I’acide 9-cis-
rétinoique a) (Zhang et al. 2000). Le promoteur du genABCD2 présente un TRE
fonctionnel, capable de fixer I’hétérodimere TRB/RXRa. (Weinhoferet al. 2002 Fourcadeet

al. 2003). De facon intéressante, cet élément de réponse est chevauchant avec un SRE
fonctionnel, capable de fixer SREBP (Weinhaderl. 2005b). Une fois activés par la T3, les

TR lient la séquence chevauchante SRE/TRE et interagissent avec SREBP1c, favorisant ainsi
I’expression du géne ABCD2(Weinhoferet al.2008).

VI. L’OLIGOMERISATION DES TRANSPORTEURS ABC

VI.1. Les domaines et motifs impliqués

VI.1.1. Les domaines et motifs PDZ

Les domaines PDZ sont des modules de liaisons spécifiques entre protéines. lls sont
composés d’environ 90 acides aminés et comportent 6 feuillets f et 2 hélices a. lls
reconnaissent des motifs PDZ situés a I’extrémité C-terminale des protéines cibles RioZ

Binding Motif »), dont la séquence consensus varie en fonction du type de motif ladng

2001). Les protéines qui possedent un domaine PDZ en possédent généralement plusieurs,
favorisant ainsi la formation de complexes protéiques qui peuvent regrouper des canaux

ioniques, des récepteurs, des transporteurs, ou encore des protéines de signalisation cellulaire.

Le transporteur ABCC7 (CFTR) présente un motif PDZ situé a son extrémité C-terminale
(" DTRL¥® chez I"'Homme), qui est reconnu par plusieurs protéines a domaines PDZ :
NHERF1, NHERF2, PDZK1, PDZK2, CAL, et Shanka ¢t al.2010). Ces interactions gon
notamment impliquées dans la régulation fonctionnelle d’ABCC7, dans la régulation de sa
localisation, ou encore de sa maturation et sa dégradation. Il a été montré que la protéine
CAP70 (PDZK1), facilite la dimérisation d’ABCC7 grace la fixation bivalente de deux
domaines PDZ et ainsi augmeniendactivité du canal ionique (Wang et al. 2000). De la

méme facgon, la protéine NHERF poutraugmenter 1’activit¢é d’ABCC7 en favorisant sa
dimérisation (Raghuranet al. 2001). A la différence des autres transporteurs ABC, la
protéine ABCC7 posséde un domaine de régulation cytoplasmique, situé entre le NBD1 et le
TMD2. Ce domaine contient de nombreux résidus chargés et la majorité des sites potentiels

de phosphorylation, impliqués dans la régulation du transporteur par les protéines kinases A et
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C. Il pourrait également contribuer a la dimérisation du transporteur ABCC7 (6upta
2004).

D’autres transporteurs ABC possédent également un motif PDZ situé a leur extrémité C-
terminale, éventuellement impliqué dans leur dimérisation : ABCAl1, ABCA7, ABCC2 et
ABCC4 (Buechleret al. 2002 Hegeduset al. 2003). Une étude récente suppose que la
fixation de la protéine PDZ RhoGEF stabilise le transporteur ABCAlgetaite 1’efflux de
cholestérol (Okuhirat al. 2010).Sur les trois types de motifs PDZ, comportant chacun une
séquence consensus différente, I’acide aminé en dernicre position est soit la valine, la leucine,
’alanine, ou I’isoleucine. Concernant les transporteurs ABCD peroxysomaux, ceuxie
présentent pas de motif PDZ a leur extrémitér@xnale. D’autres domaines et/ou motifs

doivent probablement étre impliqués dans leur oligomérisation.

VI.1.2. Le motif GXXXG

Le motif GXXXG est un motif tres représenté dans les séquences des protéines membranaires
(Seneset al. 2000). Il est vraisemblablement impligué dans la dimérisation des hélices
transmembranaires (Russ$ al. 2000) et jouerait donc un rble crucial dans le repliement et
I’oligomérisation des protéines membranaires intégrales. En plus du motif GXXXG, le motif
SmXXXSm (ou Sm est un petit résidu : Gly, Ala, Ser, ou encore Thr) , autrement appelé
GXXXG-like, serait également important dans la dimérisation au niveau des hélices

transmembranaires en absence de motif GXXXG classiguet &l.2012).

Le transporteur ABCG2 est un demi-transporteur ABC localisé dans la membrane plasmique
et qui doit au minimum se dimériser afin de constituer un transporteur fonctionnel. Au niveau
de sa premiere hélice transmembranaire (TM1), les résidus Glycine en position 406 et 410 qui
sont trés conserveés au sein de la sous-famille ABCG, appartiennent a un motif de dimérisation
GXXXG (Polgaret al. 2004 Polgaret al. 2010). Leur substitution, simple ou double, par un
résidu Leucineentrave la fonctionnalité d’ABCG2. Le motif GXXXG, présent dans le TM1
d’ABCG2, serait donc important pour la fonctionnalité du transporteur, et pourrait étre
impliqué dans sa dimérisation. La triple mutation des résidus Glycine en position 406 et 410,
et du résidu Thréonine en position 402, aboutit a une réduction encore plus importante de la
fonctionnalité du transporteur et désliserait I’homodimére ABCG2/ABCG2. La
dimérisation d’ABCG2 pourrait donc finalement faire intervenir un motif GXXXG élargi,

comprenant un résidu Thréonine (motif TXXXGXXXG) (Polgaral.2010).
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Les transporteurs ABCD peroxysomaux sont également des demi-transporteurs qui doivent
donc au minimum se dimériser afin de constituer un transporteur fonctionnel. De maniére trés
intéressante, cinq motifs GXXXG-like a priori présents dans les hélices transmembranaires
(d’apres les programmes de prédiction), sont tres conservés entre les protéines ABCD1 et

ABCD?2, tandis qu’un sixiéme motif est trés conservé entre ABCD1, 2 et 3 (Figure 14

1 MPVLSRPRPWRGNTLKRTAVLLATAAYGAHKVYPLVRQCLAPARGLOAPAGEPTQEASGV

*
61 AAAKAGMNRVFLORLLWLLRLLFPRVLCRETGLLALHSAALVSRTFLSVYVARLDGRLAR

121 CIVRKDPRAFGWQLLOWLLTALPATFVNSAIRYLEGQLALSFRSRLVAHAYRLYFSQQTY

*
181 YRVSNMDGRLRNPDQSLTEDVVAFAASVAHLYSNLTKPLLDVAVTSYTLLRARRSREGAGT

* * * *
241 AWPSATAGLVVFLTANVLRAFSPKFGELVAEEARRKGELRYMHSRVVANSEETAFYGGHE

301 VELALLQRSYQDLASQINLILLERLWYVMLEQFLMKYVWSASGLLMVAVPIITATGYSES
361 DAEAVKKAALEKKEEELVSERTEAFTIARNLLTAAADATERIMSSYKEVTELAGYTARVH
421 EMFQVFEDVQRCHFKRPRELEDAQAGSGTIGRSGVRVEGPLKIRGQVVDVEQGIICENIP

481 IVTPSGEVVVASLNIRVEEGMHLLITG%&%EG%ESLFRILGGLWPTYGGVLYKPPPQRMF
alker

541 YIPQRPYMSVGSLRDQVIYPDSVEDMORKGYSEQDLEATILDVVHLHHTILOQREGGWEAMCD

601 WKDVLSGGEKQRIGMARMFYHRPKYALLDECTSAVSIDVEGKIFQAAKDAGIALLSITHR
Signature ABC Walker B

661 PSLWKYHTHLLQFDGEGGWKFEKLDSAARLSLTEEKQRLEQQTLAGIPKMQRRLQELCQTIL

721 GEAVAPAHVPAPSPQGPGGLQGAST

Figure 14: Localisation dans la protéine ABCD1 des six motifs GXXXXG-like conservés entre les
transporteurs ABCD peroxysomaux.

Les motifs conservés entre ABCD1 et ABCD2 sont indiqués en vert, tandis que le moti€ cantser

les trois transporteurs ABCD peroxysomaux est indiqué en jaune. En plus des rHotK& Bke,

sont localisés : les acidesninés retrouvés mutés chez certains patients atteints d’X-ALD et faisant

parti d’un motif (*), et en rouge les motifs caractéristiques de la superfamille ABC (Wal&eBAet
Signature ABC)

De plus, il se trouve que sur les = 300 mutations faux-sens différentes recensées chez les

patients atteints d’X-ALD (http://www.x-ald.nl}, certaines sont retrouvées au niveau de 5 de

ces 6 motifs (Figure 14). On pourrait donc envisager que ces motifs interviennent dans la
dimérisation des transporteurs ABCD peroxysomaux et jouent un role essentiel dans leur
fonctionnement. Cette hypothése est renforcée par un article récent qui montre que la
mutation G116R située au niveau du premier motif GXXXG-like dans la protéine ABCD1

humaine et retrouvée chez certains patients atteint d’X-ALD, alterel’homodimérisation de la
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protéine (Hillebrandet al. 2012). Le motif GXXXG-like comportant le résidu Alanine en
position 112 et le résidu Glycine en position 116, pourrait donc étre impliqué dans la

dimérisation du transporteur ABCD1, et pétit également dans la dimérisation d’ABCD2.

VI.2. La dimérisation des demi-transporteurs

Les demitransporteurs ABC sont constitués d’un NBD et d’un TMD. Ils doivent donc se
dimériser, au moins pour deux raisord NBD sont nécessaires a la formation des deux
poches ddixations et d’hydrolyse d’ATP (Smith et al. 2002 Dawsonet al.2006), et 2 TMD
sont nécessaires a la formation d’un hypothétique pore par lequel transitent les substrats, ou

tout du moiR a la formation d’une poche de fixation des substrats (Algral.2009).

VI.2.1. Homodimérisation stricte

Le seul demi-transporteur ABC connu upos’homodimériser de fagon stricte est le

transporteur ABCG2. Celui-ci transporterait de nombreux substrats a travers la membrane
plasmique (molécules chargées: molécules cytotoxiques utilisées en chimiothérapie,
molécules fluorescentes ou encore molécules chimiques toxiques) et restreindrait leur entrée

dans le cerveau et le placenta.

Plusieurs ¢études ont montré qu’ABCG2 est capable de s’homodimériser. En effet, la
surexpression d’ABCG2 muté présente un effet transdominant négatif sur la protéine non

mutée (Kage et al. 2002) Lors de I’analyse d’ABCG2 en SDS-PAGE (« Sodium Dodecyl
Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresjsla protéine est retrouvée a 140 kDa en absence
d’agent réducteur, et a 70 kDa en présence d’agent réducteur. ABCG2 serait donc présent

sous forme dimérique dans les cellules, les deux monomeres étant liés par un pont-disulfure
(Kageet al. 2002 Litman et al. 2002) L’expression d’ABCG2 dans des cellules d’insectes,
n’exprimant pas le transporteur, permet de conserver la fonctionnalité du transporteur
(Ozvegy et al. 2001) Ces résultats suggerent qu’ABCG2 est fonctionnel sous forme
homodimérique ehe nécessiterait pas ’intervention d’autres protéines pour fonctionner
Drailleurs, le transporteur purifié et reconstitué dans des liposomes reste fonctionnel (Telbisz

et al.2013). Des diméres ahériques d’ABCG2, correspondant a I’enchainement covalent de

2 demi-transporteurs ABCG2, ont été créés et seraient correctement localisés dans la

membrane plasmique et surtout fonctionnels (Bhetial. 2005) C’est sur ce travail que
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repose unegatie de mon travail de these, 1i¢ a I’étude fonctionnelle des transporteurs ABCD

peroxysomaux.

VI1.2.2. Hétérodimérisation stricte

Contrairement a I’homodimérisation stricte ou seul ABCG2 est concerné, au sein des demi-
transporteurs ABCl’hétérodimérisation stricte est un peu plus répandue. Elle concerne les
demi-transporteurs ABCB2 et ABCB3 dans la membrane du réticulum endoplasmique, et

ABCG5 et ABCG8 dans la membrane plasmique.

Les demi-transporteurs ABCB2 (TAP1) et ABCB3 (TAP2) sont localisés dans la membrane
du réticulum endoplasmique. lls sont impliqgués dans la présentation des peptides antigéniques
a la surface des cellules par le CMH de cladset jouent donc un réle important dans la
défense immunitaire (Hinet al. 2012) Plusieurs études d’immunoprécipitation, « Cross-

linking » ou encore de chromatographi&xclusion, ont montré qu’ABCB2 et ABCB3
s’hétérodimérisent dans la membrane du réticulum et sont fonctionnels sous forme
hétérodimérique (Spiest al. 1992 Ortmannet al. 1997 Lacaille et al. 1998). Enfin,I’étude

de la structuraridimensionnelle du complexe TAP a révélé I’association hétérodimérique
d’ABCB2 et ABCB3 (Velardeet al.2001).

Les demitransporteurs ABCG5 et ABCGS8 sont impliqués dans le contrdle de I’absorption de

stérols venant de I’intestin et dans le contréle de 1’excrétion des stérols dans le foie (Hirata

al. 2009) 11 a été montré qu’ABCGS5 et ABCGS8 forment des hétérodimeres localisés dans la
membrane plasmique, tandis que les homodimeres sont retenus dans le réticulum
endoplasmique (Gradt al. 2002 Graf et al. 2003). Les hétérodimeéres localisés a la surface
des cellules sont stables et fonctionnels, et permettent 1’efflux de cholestérol. En revanche, les
homodiméres ne semblent pas fonctionnels et sont dégradés rapidement par le protéasome
(Graf et al. 2002 Okiyonedaet al. 2006). Récemment, la premiéere reconstitution de transport
de substrat par un transporteur ABC purifié a partir de tissu de mammifére, a été publié
(Wanget al.2008a). Cette étudepermis de montrer que 1’hétérodimeére ABCGS5/ABCGS8 est
fonctionnel et qu’il n’existe pas d’état oligomérique supérieur au dimere lors du cycle de

transport de substrat.

° Voir page60: La collaboration entre protéines dans le transport de substrat impliquantspottanr ABC
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VI1.2.3. Dimérisation alternative

Certains demi-transporteurs ABC pourraient se dimériser de fagon alternative, probablement
afin de s’adapter aux substrats intracellulaires a transporter. Chez la drosophile (Drosophilia
melanogaster la dimérisation alternative du demi-transporteur ABC white soit avec le demi-
transporteur brown, soit avec le demi-transporteur scarlet, illustre parfaitement cette idée. En
effet, I’hétérodimere white/brown transporte du tryptophane, tandis que I’hétérodimere
white/scarlet transporte de la guanine (O’Hare et al. 1984, Pepling and Mount 1990, Dreesen

et al. 1988, Tearle et al.1989).

Chez ’Homme, les demi-transporteurs ABCG1l et ABCG4 présentent une identité de
séquence ¢élevée (72 %), alors qu’il existe normalement trés peu d’homologie au sein de la

sous famille ABCG. ABCGL1 serait impliqué dans le transport des lipides et permettrait
I’efflux de cholestérol et de phospholipides des macrophages vers les HDL (Klucletral.
2000). La fonction du demi-transporteur ABCG4 est moins connue. Il pourrait travailler en
coordination avec ABCG1 dans le cerveau (Wah@l. 2008b).11 a ét¢ montré qu’ABCGl

était fonctionnel sous forme homodimérique (Kobayashi al. 2006). In vitro, la
surexpression d’ABCG1 et d’ABCG4 dans des cellules d’insectes aboutit a la formation
d’hétérodimeres, dont la valeur fonctionnelle n’a pas encore €té €élucidée (Cserepes al.
2004).

Concernant les transporteurs ABCD peroxysomaux, leur fonctionnement sous forme

d’homodimére ou d’hétérodimere reste a clarifier. De nombreux substrats doivent étre

transportés dans le peroxysome pour étre dégradés, comme les AGTAG, beanchés, les

AG hydroxylés, lesAG dicarboxyliqus... La possibilité de former différentes combinaisons

homo- et hétéro-dimériques pourrait permettre de répondre a ces besoins. Chez la levure

Saccharomyces cerevisiae, les deux seuls transporteurs ABC peroxysomaux Pxal et Pxa2 ont

été décrits pour fonctiornsous la forme d’un hétérodimeére et permettent le transport d’acyl-

CoA dans le peroxysome (Hetterataal. 1996 Shaniet al. 1996 van Roermuncet al.2012)

Chez les mammiféres, il a été montré par des expériences de double hybride et de co-

immunoprécipitation qu’in vitro ABCD1, ABCD2 et ABCD3 sont capables de former des

homodiméres ainsi que des hétérodimeres €Lial. 1999 Smith et al. 1999). Dans des foies

murins pauvres en Abcd2, les protéines Abcdl et Abcd3 sont toutes deux retrouvées au sein

d’un méme complexe constitué¢ d’autres protéines membranaires peroxysomales capables de

fixer de ’ATP (Tanakaet al. 2002). Cependant, cette étude ne permet pas de définir le statut
74



INTRODUCTION
CHAP 3 : LES TRANSPORTEURS ABCD PEROXYSOMAUX

dimérique d’ABCD1 et ABCD3. Une autre étude dans le foie conclut qu’ABCD1 et ABCD3

sont majoritairement sous forme homodimérique (Guimasaes 2004). Récemment, deux
étudesin vivo basée sur la techniqgue de FR&IFOrster resonance energy transfer ») et de
BRET (« Bioluminescence resonance energy transfest focalisées sur ABCD1 et ABCD3,

ont montréque les deux protéines peuvent s’homodimériser et s’hétérodiméeriser (Hillebrand

et al. 2007 Hillebrand et al. 2012) De plus, I’expression d’ABCD1 et d’ABCD2 humains

chez la levure a permis de vérifier que les homodimeres ABCD1 et ABCD2 étaient
fonctionnels (van Roermuret al. 2008 van Roermuncbt al. 2011).Lorsque j’ai débuté mon

travail de thésejucune étude concernant la valeur fonctionnelle des hétérodiméres n’avait été
publiée. Cependant, d’aprés nos résultats publiés en 2011 (Genin et al. 2011), la protéine
ABCD2 mutée et non fonctionnelle a un effet transdominant négatif sur la protéine ABCD1,
vis-avis de I’accumulation cellulaire d’AGTLC saturés et monoinsaturés. Ce travail apporte

le premier élément’une interaction fonctionnelle entre ABCD1 et ABCD2.

VI.3. L’oligomérisation des demi-transporteurs et des transporteurs entiers

Un transporteur ABC fonctionnel ne se résumerait pas forcement a 1’association entre deux
TMD et deux NBD. Certains transporteurs ABC pourraient exister dans les membranes sous

formes de complexes oligomériques de taille supérieure a un transporteur entier ou a un

dimére de demi-transporteur.

Le demitransporteur ABCG2 s’associerait dans des complexes oligomériques de taille
supérieure a de simples homodimeére (Litretial. 2002 Bhatiaet al.2005 Dezi et al.2010).
Gré&e a la combinaison de différentes techniques biochimiques (gel d’électrophorése en
condition native, chromatographie d’exclusion, sédimentation sur gradient de sucrose,
« cross-link » co-immunoprécipitatin), il a ét¢ montré qu’ABCG2 serait majoritairement
présent dans des complexes correspondant a des dodécatneeesl(2004) L’association
minimale permettant d’assurer une stabilité au complexe correspondrait a la formation de
tétrameres et aucun monomere ABCG2, ni aucun dimére ne serait présent dans la membrane
plasmique. Dans une autre étude, la purification d’ABCG2, puis son analyse
tridimensionnelle (faible résolution)permettrait d’observer un complexe octamérique
(McDevitt et al. 2006). Méme si a ce jour on ne connait pas la fagon dont s’associe le demi-

transporteur ABCG2 au sein des complexes octamériqgues ou dodécameériques, on peut
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fortement supposer qu’ ABCG2 appartient a des complexes oligomériques de taille supérieure
a des dimeéres.

Les transporteurs ABC entiers seraient ¢galement capables de s’oligomériser. De fagon trés
intéressante, le transporteur de lipides ABCA1 changerait de statut oligomérique au cours du
cycle de transport de substrats (Trommeal. 2006) A 1’état basal, il serait présent dans la
membrane pkmique sous forme dimérique, et pourrait s’associer ensuite en tétramere lors du
transport de substrats. Le transporteur entier ABCC7 qui est un canal ionique, existerait dans
la membrane sous forme dimérique (Ramjeesiegtal. 2003) La création d’un dimere
chimérique correspondant a I’association covalente de deux protéines ABCC7, a permis de

montrer que le transporteur est fonctionnel sous forme dimérique (Zerdtuaeri999). La
dimérisation d’ABCC7 impliquerait son domaine de régulation situé¢ dans le cytoplasme, mais
également D’intervention de protéines a domaines PDZ via le motif PDZ localisé a son
extrémité C-terminaf@. En plusd’ABCA1 et ABCC7, les deux transporteurs entiers ABCB1

et ABCCI seraient également capables de s’oligomériser, probablement sous forme de
dimeres (Boscoboiniket al. 1999 Poruchynskyet al. 1994 Yang et al. 2007). La

dimérisation d’ABCCI1 ferait intervenir son domaine membranaire supplémentaire TMDO.

19 voir page69 : les domaines et motifs PDZ
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L’X-ALD est une maladie neurodégénérative rare, liée a la mutation ddAB€H21 qui code

un demitransporteur peroxysomal impliqué dans le transport d’AGTLC. Actuellement,
aucune thérapie véritablemedatisfaisante n’est proposée a I’ensemble des patients atteints
d’X-ALD. Cependant, une piste thérapeutiqbesée sur I’induction pharmacologique
d’ABCD2 et ABCD3 est en cours d’étude. Cette piste thérapeutique s’appuie sur le
phénoméne de redondance fonctionnelle existant entre ABCD1 et ses deux homologues
peroxysomaux, ABCD2 et ABCD3. ABCD3 étant exprimé de maniéere relativement
ubiquitaire et sa redondance fonctionnelle avec ABCD1 étant seulement partielle, les
recherches sont d’avantage focalisées sur I’induction d’ABCD2 Les travaux réalisés au
laboratoie ces derniéres années ont eu pour objectif d’identifier et de tester des molécules
capables d’induire 1’expression du géne ABCD2de maniere efficace dans les tissus cibles de
I’X-ALD et de caractériser les mécanismes moléculaires des voies d’activation de ces
inducteurs (Fourcadet al. 2001, Bugautet al. 2003 Gondcailleet al. 2005 Gueugnoret al.

2007 Leclercqet al. 2008 Geninet al. 2009) Une publication sur I’induction in vitro etin
vivod’ABCD2par des antagonistes de LXRaquelle j’ai participé, est d’ailleurs en cours de

rédactiomu sein de 1’équipe.

La mise en place d’une thérapie pharmacologique visant a induire ABCD2 chez les patients
atteints d’X-ALD nécessite d’identifier le réle précis du transporteur ABCD2 au niveau
cellulaire. Or, on ne connait pas précisément les substrats qui sont transportés par ABCD2, ni
son agencement dimérique au moment de la prise en charge des substilas®uest-forme
d’homo- ou d’hétérodimére ? Sur le modele des demi-transporteurs ABC White, Brown et
Scarlett présents chez la Drosophile (O'Hatrel. 1984 Dreesenet al. 1988 Tearleet al.

1989 Peplinget al. 1990), ABCD2 pourraialternativement s’homo- et s’hétéro-dimériser

avec ABCD1 et ABCD3gt ainsi permettre 1I’importation de différents substrats selon les

dimeres formésDe plus, aucune information n’est disponible au sujet du statut oligomérique
d’ABCD2 et de ses partenaires protéiques. En effet, d’aprés la littérature, certains demi-
transporteurs ABC pourraient exister dans les membranes sous formes de complexes
oligomériques de taille supérieure a un dimere. Ainsi, ABCD2 pourrait appartenir a des
complexes oligomériques, associé ou non a ABCD1 et ABCD3. Au niveau agencement,
ABCD?2 est également susceptible d’interagir avec des partenaires protéiques non ABC. En

effet, le transport ’AGTLC dans le peroxysome nécessite probablement I’intervention de
protéines solubles chargées de véhiculer le substrat jusqu’au transporteur dans le cytosol, ou

chargées de récupérer le substrat dans le peroxysome. En interagissant avec ABCD2, ces
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protéines pourraient jouer un réle dans son oligomérisatian. final, 1’agencement
(dimérique et/ou oligomérique) d’ABCD2 pourrait conditionner sa spécificité de substrat,
ainsi que sa fonctionnalité. Il est donc important de déterminer si I’induction d’ABCD2 chez

les patients attais d’X-ALD modifie I’agencement d’ABCD?2 et sa spécificité de substrat.

Mon projet de these centsér 1’¢tude structure-fonctionrd’ ABCD?2, a été développé afin de

répondre a cette problématique. Au début de ma these, quatre objectifs avaient été fixés :

- développer les outils nécessaires a 1’é¢tude d’ABCD2,
- étudier la fonctionnalité d’ABCD?2 sous forme homo- et hétérodimérique,
- préciser I’agencement oligomérique d’ABCD2,

- et identifier ses partenaires protéiques.

Réaliser ces objectifs nécessitait un bon modele cellulaire et des anticorps spécifiques des
transporteurs ABC peroxysomaux. Mon travail a donc tout d’abord débuté par le
développement de ces outils qui sont présentés dans le premier chapitre des résultats, intitulé
« Les outils ». Ce chapitre détaille les deux modeles cellulaires stables créés au laboratoire,
qui surexpriment de facon inductible la protéine ABCD2 (fonctionnelle ou non) fusionnée a
I’EGFP (« Enhanced Green Fluorescent Protginll aborde notamment le sous-clonage des
deux lignées qui a permis de récupérer pour chaque clone, une population homogene. Le
chapitre 1 présente €galement les programmes d’obtention d’anticorps polyclonaux dirigés

contre nos protéines d’intérét (ABCDI1, 2 et 3) et la caractérisation de ces anticorps.

Un des objectifs de mon projet de thése visait a préciser la fonction du transporteur ABCD2 et
plus généralement des trois transporteurs ABCD peroxysomaux. Cette étude, démarrée au
laboratoire dans le cadre de la thése d’Emmanuelle Genin, avait pour but d'identifier les
substrats transportés par la protéine ABCD2, grace aux modeles cellulaires surexprimant
ABCD?2 fusionnée a I’EGFP mentionnés ci-dessus. Le chapitre 2 des résultats intitulé

« Caractérisation fonctionnelle d’ABCD2 » présente 1’article qui découle de ce travail,

article publié dans Journal of Biological Chemistry en 2011 « Substrate specificity overlap
and interaction between Adrenoleukodystrophy protein (ALDP/ABCD1) and
Adrenoleukodystrophy-related protein (ALDRP/ABCD2)Genin et al. 2011) auquel j’ai
participé activement, notamment pour les expériences de caractérisation des interactions

protéine-protéine.
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Le chapitre 3 des résultats intitulé « Lien entre agencement dimérique et fonction des
transporteurs ABCD peroxysomauxprésente les résultats que j'ai obtenus a partir d’une

approche complémentaire basée sur la création et ['utilisation de dimeres chimériques.
L’objectif de ce projet était d’identifier les substrats pris en charge par les transporteurs
ABCD peroxysomaux souforme d’homodimeéres etd’hétérodiméres. La fonctionnalité des

diméres chimériques a été testée dans deux modéles cellulaires : des fibroblastes cutanés issus
d’un patient atteint d’X-ALD, et dans un modele de levures dépourvues de transporteurs ABC
peroxysomaux, en collaboration avec le Dr van Roermund (Equipe du Pr Wanders,
Amsterdam, PayBas). D’aprés les résultats, les transporteurs ABCD peroxysomaux seraient

fonctionnels aussi bien softeme d’homodiméres que’hétérodimeres.

La suite de mon projet de thése a visé a caractériser la structure d’ABCD2 et plus
généralement des transporteurs ABCD peroxysomaux. L’objectif était de clarifier leur statut
oligomérique, mais également d’identifier leurs partenaires protéiques. Afin de caractériser le

statut oligomérique des transporteurs ABCD peroxysomaux, une approche multi-technique
ayant déja fait ses preuves pour d’autres protéines ABC a ¢été choisie. Elle est basée sur les
techniques biochimiques de co-immunoprécipitation, de sédimentation sur gradient de sucrose
et d’¢électrophorése en condition native. Les résultats sont présentés dans le chapitre 4 des

résultats intitulé « Statut oligomérique des transporteurs ABCD peroxysomaux ».

L’identification des partenaires protéiques des transporteurs ABCD peroxysomaux constituait

le dernier objectif de mon projet de these. Le projet reposait sur des techniques de co-
immunoprécipitation et de gel bidimensionnel. Par manque de temps, je n'ai pas pu
véritablement démarrer ce travail, mais j'ai néanmoins contribué a mettre au point les
techniques nécessaires, lors de 1’étude sur I’oligomérisation des transporteurs ABCD
peroxysomaux. Ce travail de mise au point devrait faciliter le travail de I'équipe et d'un futur

thésard visant a identifier les partenaires protéiques des transporteurs ABCD peroxysomaux.
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I. LES MODELES CELLULAIRES

La caractérisation fonctionnelle d’ABCD2, ainsi que 1’é¢tude du statut oligomérique des
transporteurs ABCD1, ABCD2 et ABCD3 a été réalisée sur un modéle de cellules
transfectées de facon stable, obtenu a partir de cellules d’hépatomes de rats H4IIEC3

(clone 28). Ce modele cellulaire élaboré au laboratoire, surexprime de maniere inductible
selon la dose de doxycycline ajoutée, la prot¢ine ABCD2 fusionnée a I’EGFP de masse
moléculaire 110 kDa (Gueugnat al. 2006) (Figure 15). Les cellules H4lIEC3 présentent
I’avantage d’exprimer ABCD1 et ABCD3, mais pas (ou quasiment pas) ABCD2, au niveau
basal. Ainsi, le niveau d’expression d’ABCD2-EGFP étant dépendant de la dose de
doxycycline, ce modele permet de se placer dans différentes conditions pour observer

d’éventuelles modifications des interactions protéine-protéine impliquant ABCD2.

En plus du clone 28, nous disposons également d’un second clone cellulaire obtenu a partir de

cellules d’hépatomes de rats H4IIEC3, qui surexprime la protéine ABCD2 mutée fusionnée a

I’EGFP (clone 19). Le mutant ABCD2 présente une modification unique dans sa séquence
(D207H) qui est naturellement retrouvée dans la protéine ABCD1, chez certains patients
atteint d’X-ALD (D196H). Chez les patients, cette mutation affecte la fonctionnalité de la
protéine, sans entraver son adressage au peroxysome, ni sa capacité a se dimériser
(Unterraineret al.2000)

Les cellules hépatiques H4IIEC3 constituent un bon modele cellulaire pour 1’étude de
protéines peroxysomales car le foie est le principal organe du métabolisme lipidique. De plus,
méme SiIABCD2 n’y est pas fortement exprimé, son expression hépatique est fortement
régulée. En effet, son expression est indiniteivo par différents mécanismesdans le foie

de rat ou de souris traitées a I’hormone thyroidienne T3, aux fibrates, ou encore au 4-PBA. De

plus, les cellules H4ITEC3 expriment I’ensemble des enzymes de la f-oxydation et répondent

au ciprofibrate, un proliférateur de peroxysome (Oseinail. 1990).

L’étude sur D’oligomérisation des transporteurs ABCD peroxysomaux nécessite une
population cellulaire homogene aiveau de I’expression du transgéne ABCD2-EGFP Or, le
clone 28 obtenu au laboratoire et sur lequel j’ai démarré mon étude présentait une population
hétérogene (Figure A5, suggérant une extinction progressive de 1’expression du transgéne

au cours des passages en culture cellulaire. Afin d’étre dans les conditions optimales lors des

1 Voir page67 : Les traitements visant & induire ’expression d’ABCD2et/ouABCD3
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expériences ultérieures de sédimentation sur gradient de sucrose, d’immunoprécipitation et de

gels natifs, il a été nécessaire de récupérer une population de cellules homogene avec un
niveau d’expression élevé pour la protéine ABCD2-EGFP. Pour cela, nous avons choisi de
sous-cloner le clone 28 par dilution limite. Cette teégie permet d’isoler plusieurs cellules

qui redonneront chacune une population clonale sur laquelle sera testée 1’expression de la

protéine ABCD2-EGFP. Le clone 28 a été dilué puis ensemencé a trois concentrations de
cellules difféerentes (0,05 ; 0,5 et 5 cellules/puits) dans des plaques 96 puits prétraitées avec
des protéines de la matrice extracellulaire (poly-L-Lysine). Une quarantaine de sous-clones
isolés ont ainsi été obtenus puis analysés par cytométrie en flux selon leur niveau de

fluorescence émigear I’EGFP fusionnée a ABCD2.

A Clone 28 B Clone 28.38 C
400 300 -
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FL1-EGFP FL1-EGFP

Figure 15: Analyse des clones obtenus par sous clonage du clone 28.

L expression de la protéine recombinante ABCD2-EGFP est analysée en cytométrie en flux, apres
induction par la doxycycline (2ug/mL) du clone 28 avant (A) et aprés sous-clonage par diiten
(clone 28.38) (B). Une quarantaine de clones isolés ont été analysés par cytométrie enlémerst

trois ont été analysés par Western-blotting (clones 28.27, 28.29 et 28.38) avec un anticogiPanti-
(C). Vingt ug de lysats totaux ont été déposés et un contrble de charge avecampsatitif actine

a éte effectué.

Sur les 40 sous-clones, 3 présentaient des décalages importants de fluorescence lorsque
I’expression d’ABCD2-EGFP est induite par la doxycycline, 10 présentaient des décalages
intermédiaires et 27 présentaient des décalages faibles voire nuls (données non présentées).
Les 3 sous-clones présentant une population homogene et la fluorescence EGFP la plus élevée
ont été sélectionnés (clone 28.27, clone 28.29 et clone 28.38 dont ’analyse en cytométrie est

donnée Figure 15B) et lesvaaux d’expression des trois sous-clones sélectionnés en
ABCD2-EGFP ont été comparés par Western-blotting (Figure 15C). Le clone 28.38 présente
le plus fort niveau d’expression d’ABCD2-EGFP apres induction a la doxycycline et une
population homogéne (Figure 16). Il a donc été sélectionné puis mis en expansion et conserve
dans I’azote liquide, pour les études ultérieures sur le statut oligomérique des transporteurs

ABCD peroxysomaux et la caractérisation fonctionnelle d’ABCD2.
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Non induit Induit

2381ym

Figure 16 : Visualisation de la fluorescenceld&GFP en microscopie confocale dans le clone 28.38,
surexprimant ABCD2-EGFP seulement aprés induction a la doxycycline (2ug/mL)

Suite au succes de ce sous-clonage, le clone 19 qui surexprime la protéine ABCD2 mutée
fusionnée a I’EGFP, a également été sous-cloné. Le clone 19.55 obtenu, présentant une
population homogene et une forte expression du transgéne (résultats non montrés), a été

utilisé lors de la caractérisation fonctionnelle d’ABCD?2.

Il est important de noter que la plupart du temps mais pas systématiquement, la révélation de
la protéine ABCDZEGFP en immunoblot aboutit a I’obtention de deux bandes a
approximativement 100 kDa et 80 kDa, la masse moléculaire théorique d’ABCD2-EGFP

étant de 110 kDa (FigurE?). Ces deux bandes apparaissent seulement lorsque le clone 28.38
est induit a la doxycycline et surexprime ABCD2 fusionnée a ’EGFP. Ces deux bandes sont

donc spécifiques de la présence d’ABCD2-EGFP.

Lysat total
clone 28.38

Traitement aF t>°+
cellulaire : . X

100 kba = ABCD2-EGFP

@ < (110 kDa)
75 kDa =

Figure 17 : Détection de la protéine recombinante ABCD2-EGFP en immunoblot, avant et aprés
induction du clone 28.38 a la doxycycline (2ug/mL).

Afin d’expliquer I’apparition de deux bandes lors de la révélation d’ABCD2-EGFP en

immunoblot, nous avons émis et tenté de vérifier plusieurs hypothéses.

La séquence ARNm d’ABCD2 de rat présente un site d’initiation de traduction secondaire

AUG en position 643, dans un contexte Kozak favorable (séquence consensus Kozak
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CCACCAUGQG). Lrutilisation de ce site d’initiation est susceptible d’induire la synthése

d’une protéine ABCD2, plus courte de 214 acides aminés a son extrémité N-terminale.
L’analyse du produit de traduction in vitro de la séquence ADNc (ADN complémentaire)
d’ABCD2de rat, permet d’observer une bande majoritaire a environ 75 kDa, mais ¢galement

une seconde bande a environ 55 kDa (Fidile La bande minoritaire & 55 kDa pourrait
correspondre a la protéine ABCD2 synthétisée a partir du second site d’initiation de
traduction. La différence de 20 kDa observée entre ces deux bandes (75 kDa contre 55 kDa),
est proche de la différence de taille observée entre les deux bandes correspondanta ABCD2
EGFP (100 kDa contre 80 kD& igure 17). Cependant, la révélation d’ABCD2-EGFP en
immunoblot aboutit parfois ugiement a 1’apparition de la bande inférieure, parfois
uniquement a I’apparition de la bande supérieure. Or si les deux sites d’initiation étaient

utilisés, les deux bandes apparaitraient a chaque révélation d’ABCD2-EGFP. De plus,
I’utilisation du second site d’initiation aboutirait a la synthése d’un demi-transporteur ABCD2

délesé de ses 3 premiéres hélices transmembranaires et de sa séquence d’adressage au
peroxysomé&... Or la protéine ABCD2-EGFP est toujours retrouvée dans la membrane du
peroxysome. Il @sdonc peu probable que I’apparition d’une bande supplémentaire lors de la
révélation d’ABCD2-EGFP en immunoblot soit liée a 1’utilisation d’un site d’initiation

secondaire.

150 kDQa ==

100 kDa =
75 kDa ™| s <€— ABCD2
(83 kDa)

50 kDa ==

Figure 18: Autoradiogramme du produit de traduction in vitro de la séquence ADNc d’ABCD2 de
rat, en présence de méthionine radiomarquée au 35S.
Le produit de traduction a été déposé sur SDS-PAGE, puis révélé par autoradiographie.

La bande a 80 kDa correspondant a ABCD2-EGFP dans le lysat du clone 28.38 IBigure

et la bande a 55 kDa correspondant & ABCD2 dans le produit de tradactitmo (Figure

18), pourraient également étre liees a la dégradation par protéolyse des protéines ABCD2-
EGFP et ABCD2. Cette protéolyse pourrait avoir lieu malgré la prés€nthibiteurs de
protéases utilisés lors de la lyse cellulaire, et pourrait avoir lieu méme dans les expériences de

traductionin vitro. En effet,il n’est pas exclu que le lysat de réticulocytes nécessaire pour la

12y/oir page20 : Synthése et importation des protéines membranaires
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transcription/traductionn vitro contienne des protéases. Afin de tester I’hypothése de la
protéolyse, le lysat du clone 28.38 a été incubé avec ou sans inhibiteurs de protéases, a 4°C

a température ambiante, durant 7 heures. Les échantillons ont ensuite été analysés en
immunoblot avec I’anticorps anti-GFP(« Green Fluorescent ProteMy Les deux bandes
correspondant & ABCD2-EGFP présentaient la méme intensité, quelles que soient les
conditions de préparation des échantillons nous amenant a conclure que les bandes de 80 kDa

et de 55 kDa ne correspondent pas a des produits de dégradation.

I1 est également possible que 1’apparition de deux bandes soit due a un effet de migration. En

effet, le méme lysat protéique du clone 28.38, déposé dans plusieurs puits d’un gel
d’acrylamide et analysé en immunoblot, présente des variations d’intensité des deux bandes
correspondant & ABCD2-EGFP. Dans certaines pistes, seule la bande a 100 kDa apparait,
alors que dans d’autres pistes seule la bande a 80 kDa apparait. Ce probléme de double bande

a déja été décrit sur SDS-PAGE et peut étre expliqué par le pouvoir oxydant du gel
d’acrylamide dG a la présence de persulfate d’ammonium résiduel et de ses produits de
réaction. Une autre explication serait que le tampon de charge ne contiendrait pas
suffisamment d’agents réducteurs (« Gel Electrophoresis of Proteins ; A Practical Appsoach
third edition ; Edited by B.D. HamgsMalheureusement, ni la préparation d’un tampon de

charge frais, ni la préxigration a vide du gel d’électrophorése n’a permis de résoudre le

probléme.

Enfin, nous nous sommes rendu compte qu’une double bande est é¢galement obtenue lors de la

migration sur SDS-PAGE de la protéine EGFP seule (Figyre 19

50 kD3 =

< Gep

7 kDa =—
37 kba (27 kDa)

Figure 19 : Détection de la protéine EGFP en immunoblot dans le lysat de fibroblasteéscigsus
d’un patient atteint d’X-ALD, transfectés par un plasmide codant la protéine EGFP.

La protéine EGFP est décrite pour étre une protéine robuste. Pour la dénaturer completement,
il est nécessaire non seulement de la mettre en présence d’urée, de SDS et d’agent(s)
réducteur(s), mais également de chauffer quelques minidehantillon a 95°C. Sans
chauffage, la dénaturation de la protéine est partielle, ce qui explique la présence d’une bande

a 30 kDa (protéine dénaturée) et d’'une bande a 40 kDa (protéine partiellement dénaturée). Or
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nos échantillons protéiques déposés sur BRGE ne subissent pas d’étape de chauffage a
95°C. En effet, cette étape renforce les interactions hydrophobes et aboutit & la formation
d’agrégats qui ne pénetrent pas dans le gel d’¢électrophorése. L’absence de chauffage est
valable pour toutes les protéines membranaires et notamment pour les protéines
membranaires a plusieurs passages, comme c’est le cas pour les transporteurs ABCD

peroxysomaux.

Au final, la double bande correspondant a ABCD2-EGFP dans le lysat du clone 28.38 est tres
probablement due au fait que nos échantillons protéiques ne sont pas totalement dénaturés,
mais également a la présence de la protéine EGFP. Par conséquent, il faut toujours prendre en
compte les deux bandes visualisées a 100 et 80 kDa lors de I’analyse de la proté¢ine ABCD2-

EGFP en immunoblot.

II. LES ANTICORPS

Les études sur le statut oligomérique des transporteurs ABCD peroxysomaux de rat
nécessitent bien entendu des anticorps spécifiques qui soient réactifs en condition native

(expériences de Duolink et d’immunoprécipitation) et/ou dénaturante (immunoblot).

Pour le transporteur ABCDI, le laboratoire dispose d’une petite quantit¢ d’anticorps
polyclonal de lapin antABCD1 de souris (peptide localisé a I’extrémité C-terminale
d’ABCD1 de souris: "“EQQLAGIPKMQGRLQELRQILGEAAAPVQPLVPGVPT),

réactif en immunoblot et en immunofluorescence sur la protéine de rat fournit par le Pr
Aubourg et le Dr Cartier (Fouquet al. 1997) (Tableau 4). Tous les anticorps anti-ABCD1

commercialisés et testés au laboratoire en immunoblot, se sont révélés inefficaces.

En ce qui concerne le transporteur ABCD2, des anticorps polyclonaux de lapin réactifs en

immunoprécipitation dirigés contre ABCD2 de rat (pepftfe TQEPENNSKSGGGE®®) ont

été obtenus via la société Eurogentec (Seraing, Belgique) et caractérisés au laboratoire
(Tableau 4). En revanche, tous les anticorps anti-ABCD2 commercialisés se sont révélés
inefficaces en immunoblot (Santa Crugc20972 #c21380) L’EGFP ajoutée a la partie C-

terminale d’ABCD?2 dans le clone 28.38 permet tout de méme de détecter la protéine ABCD?2.

88



RESULTATS
CHAP 1: LES OUTILS

Quant au transporteur ABCD3, 1’anticorps polyclonal de lapin anti-ABCD3 de rat (peptide
localisé a I’extrémité C-terminale®*3*IDGRGNYEFKKITEDTVEFGS®% commercialisé par

la société Life Technologies (Ref 718300) est réactif en immunoblot mais donne un bruit de
fond important. Un anticorps polyclonal de lapin dirigé contre ABCD3 de rat (immunisation
de lapins par la protéine ABCD3 de rat, purifiée sur gel SDS-PAGE a partir de membranes
peroxysomales) obtenu et caractérisé au laboratoire, est réactif a la fois en immunoblot et en

immunoprécipitation mais nous arrivons a la fin du stock (Adbed. 1997) (Tableau )y

Le manque d’anticorps constitue un frein a 1’étude de 1’agencement moléculaire d’ABCDI1,

ABCD2 et ABCD3. C’est pourquoi nous avons initié plusieurs programmes visant a obtenir

les anticorps qui nous manquaient, a savoir des anticorps polyclonaux de lapin dirigés contre
ABCD1, ABCD2 et ABCD3 qui soient réactifs en immunoblot. Chaque anticorps a été testé
avec différentes dilutionssimultanément sur une méme membrane, a ’aide du systeme

« Deca-Probe Incubation Manifolds

Il.1. Anticorps polyclonal de lapin dirigé contre ABCD1

Etant donné que anticorps anti-ABCD1 de souris (anti-peptid@EQQLAGIPKMQGRLQE
LRQILGEAAAPVQPLVPGVPT?9, fourni par le Pr Aubourg et le Dr Cartier nous donne
entiere satisfaction, a savoir une tres bonne spécificité et une trés bonne réactivité en
immunoblot et en immunoprécipitation, nous nous sommes basés sur une méthodologie

similaire afin de produire notre propre anticorps (Foueguat.1997).

Deux lapins (N°925002 et N°925029) ont été immunisés (Animalerie Centrale du Centre de
Zootechnie de Dijon) avec upeptide de 37 acides aminés correspondant a 1’extrémité C-
terminale de la protéine ABCD1 de souris (Figure 20), préalablement couplé a la protéine
porteuse KLH («eyhole Limpet Hemocyanin »)ia une cystéine rajoutée a I’extrémité N-
terminale du peptide. La protéine porteuse utilisée dans ’article de référence (Fouquetet al.
1997) était également la KLH. L’agent de couplage utilisé, différent de celui utilisé dans
I’article de référence et recommandé par la société Covalab (Villeurbanne, France) pour notre
protocole, est le m-Maleimidobenzoyl-N-Hydroxysuccinimide ester puisque le peptide initial
de 37 acides aminés ne contenait pas de résidus cystéine. Etant donné I’identité de séquence
élevée existant entre les protéines murines et hurdanécorps polyclonal produit devrait
étre réactif non seulement chez la souris, mais également chez(160rdt d’identité¢ de
séquence au sein du peptide)’ Homme (76 % d’identité de séquence).
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';%%gle C790EQQLAGIPKMQGRLQELRQILGEAAAPVQPLVPGVPT736
Transporteur ABCD1 —_— /(

B. 700 736

ABCD1 SOURIS EQQLAGIPKMQGRLQOELRQILGEAAAPVQPLVPGVPT—————————

ABCDl_RAT EQQLAGIPKMQOGRLOELRQILGEAAAPVQPLVPGIPT————————-

ABCDl_HOMME EQOLAGIPKMORRLOELCQILGEAVAPAHVPAPSPQGPGGLQGAST
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Figure 20: Séquence du peptide utilisé lors de ['immunisation des lapins au cours du programme
d’obtention d’un anticorps polyclonal dirigé contre le transporteur ABCD1 de souris.

(A.) La séquence du peptide (écrite en rouge) correspond a l’extrémité C-terminale de la protéine. Le
résidu cystéine (écrit en noir) ajouté a l’extrémité N-terminale du peptide permet le couplage sur la
protéine porteuse KLH, grdace a l'agent de couplage m-Maleimidobenzoyl-N-Hydroxysuccinimide
ester. A droite de la figure est représenté le transporteur ABCD1 ainsi que laemmreue par
I"anticorps. (B.) Alignement des séquences protéiques d’ABCDI de souris, de rat et d’Homme au
niveau de leurs extrémités C-terminales (ClustalW).

Les lapins ont été immunisés a 5 reprises : aux jour@ Q1139 et 70. J’ai ensuite analysé la

réactivité des sérums des lapins récupérés aux jours 39, 70 et au jour 79 (correspondant au
jour de la saignée finale) en immunoblot sur un lysat de foie de souris. Le contr6le négatif
correspond a un lysat de foie de sokBCD1 « knock out» n’exprimant pas la protéine

ABCDI. Les sérums ont également été testés sur un lysat d’hépatome de rat (cellules

HA4IIEC3). Aucun contrdle négatif n’¢était disponible pour le test des sérums sur lysat de rat.

Des le jour 70, les sérums des deux lapins présentaient une réactivité en immunoblot envers la
protéine ABCD1 de souris avec un trés faible bruit de fond. Au jour 79, seul le sérum du lapin
N°925029 a été testé en immunoblot avec une dilution allant du®1f500 1/15 008™ en

gardant comme contrdle positif le sérum du méme lapin au jour 70 (Figure 21). Les résultats
par immunoblot montrent la présence d’une bande a la taille attendue (masse moléculaire
théorique de 82 kDa) pour les lysats de souris et de rat qui expriment ABCDL1. Le signal
obtenu est bien spécifique puisque cette bande disparait pour le lysat de souris n’exprimant

pas la protéine. Ainsi, le sérum du lapin N°925029 est réactif en condition dénaturante et
permet de détecter la protéine ABCD1 de souris mais également de rat en immunoblot et ce
avec une trés forte spécificité. Cet anticorps polyclonal est également réactif en condition
native puisqu’il permet de mettre en évidence la protéine ABCD1 au niveau cellulaire par

immunofluorescence (Tableal 5
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Figure 21: Réactivité en immunoblot de [’anticorps polyclonal anti-ABCD1 (sérum du lapin
N°925029) a J79.

L’anticorps a été testé sur lysat de souris (« wild type » et Abcdl1 « knock out » et lysat de rat (cellules
H4lIEC3), avec différentes dilutions (de 1/500éme au 1/15 000éme). Le sérum a J70 censtitue |
contréle positif de réactivité. La masse moléculaire théorique d’ABCDI est de 82 kDa.

[I.2. Anticorps polyclonal de lapin dirigé contre ABCD2

Deux programmes visant a obtenir un anticorps polyclonal de lapin dirigé contre ABCD2 ont
été initiés lors de ma thése. Dans les deux cas, le peptide servant a immuniser les lapins

correspondait a I’extrémité C-terminale de la protéine ABCD2 de souris.

Dans le premier programme, la méthodologie suivie afin d’obtenir un anticorps polyclonal de

lapin dirigé contre ABCD?2 a ¢été la méme que celle utilisée pour obtenir 1’anticorps polyclonal

dirigé contre ABCD1, adaptée de la publication (Faigt al. 1997). Lors de ce programme,

deux lapins (N°925001 et N°925003) ont été immunisés avec un peptide de 17 résidus
aminoacyl correspondant a I’extrémité C-terminale de la protéine ABCD2 de souris (Figure
22). Ce peptide a été préalablement couplé a la protéine porteuse KLH via une cystéine
rajoutée a I’extrémité N-terminale du peptide. Etant donné I’identité de séquence élevée
existant entre les protéines murines (94 %) et humaine (7La¥#tjcorps polyclonal produit

devrait étre efficace non seulement chez la souris, mais également chez le rat et ’'Homme.
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Peptide 226 241

ABCD?2 C726GEDSVLKTIQTPEKTS

Transporteur ABCD2 _— /(
B.
726 741

ABCDZ_SOURIS GEDSVLKTIQTAEKTS

ABCD2_RAT GEDSVLKTIQTAEDTS
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Figure 22 : Séquence du peptide utilisé lors de I'immunisation des lapins au cours du premier
programme d’obtention d’un anticorps polyclonal dirigé contre le transporteur ABCD2 de souris.

(A.)La séquence du peptide (écrite en rouge) correspond a [’extrémité C-terminale de la protéine. Le
résidu cystéine (enotr sur la figure) ajouté a [’extrémité N-terminale du peptide permet le couplage
sur la protéine porteuse KLH, grice a ['agent de couplage m-Maleimidobenzoyl-N-
Hydroxysuccinimide ester. A droite de la figure est représenté le transporteur 22888 que la
zone reconnue par l’anticorps. (B.) Alignement des séquences protéiques d’ABCD?2 de souris, de rat et
d’Homme au niveau de leurs extrémités C-terminales (ClustalW).

Les lapins ont été immunisés a 5 reprises : aux jours 0, 10, 21, 39 et 70. Les sérums ont été
testés aux jours 39, 70 et au jour 79 (qui correspond a la saignée des lapins), par immunoblot
sur un lysat de foie de souris surexprimahtd2suite au traitement par le 4-phénylbutyrate.

Le contréle négatif provenait de foie de souris invalidées pour les @éued et Abcd2
(Abcdl/Abcd2« double knock out »). Les sérums ont également été testés sur un lysat
d’hépatome de rat surexprimant la protéine ABCD2 fusionnée a I’EGFP apres induction a la
doxycycline (clone 28.38). Le contréle négatif correspond au lysat du clone 28.38 non induit

et n’exprimant donc pas la protéine ABCD2.

Au jour 70, les sérums des deux lapins présentaient une réactivité en immunoblot envers la
protéine ABCD2 de souris et de rat, bien que tres faible (Figure 23A et C). Avec le sérum
anti-ABCD2 du lapin N°925003, les résultats par immunoblot montrent la présence d’une

bande a environ 70 kDa dans le lysat de souris (Figure 23A, piste 1/500éme), qui est certes
absente du contrdle négatif (FigureB33mais qui n’est pas majoritaire. Cette bande pourrait

donc correspondre a ABCD2 méme si la taille attendue (82 kDa) difféere. Le test de ce méme
sérum sur lysat de rat permet de détecter ABCD2 fusionnée a ’EGFP seulement lorsque les
cellules sont induites et surexpriment la protéine (Figure 23C). Ce résultat est conforté par la
révélation avec I’anticorps anti-GFP (Figure 23C, piste de droite) qui permet de visualiser une
bande a la méme hauteur dans le lysat du clone 28.38 induit. En revanche la révélation des
Mmembranes avec le sérum du lapin N°925001 indique que ce sérum n’est pas réactif sur la

protéine ABCD2. D’apres ces premiers résultats obtenus, seul le sérum du lapin N°925003 a
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été testé par immunoblot au jour 79, jour de la saignée finale. Cependant, la réactivité obtenue
avec le sérum a J70, bien que faible, n’a pas été retrouvée avec le sérum a J79, malgré

plusieurs essais.
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Figure 23: Réactivité en immunoblot de [’anticorps polyclonal anti-ABCD2 (sérums des lapins
N°925001 et 925003) a J70.

L’anticorps a été testé sur lysat de foie de souris (A- « wild type » surexprimant ABCD2 suite au
traitement par le 4-PBA et B- Abcd1/Abcd2 « double knock out ») et lysat de rat (C- clone 28.38 induit
a la doxycycline 2ug/uL et D- clone 28.38 non induit), a différentes dilutions (de 1/1@@éme
1/12500eme). Les derniéres pistes (a droite) ont été révélées par [’anticorps anti-GFP, qui permet de
détecter la protéine ABCD2-EGFP uniquement lorsque le clone 28.38 a été traité a la doxycycline.

Un second programme d’obtention d’anticorps polyclonal dirigé contre la proté¢ine ABCD?2 a

été lancé en 2012 avec la société ThermoFisher. Lors de ce programme (QML57), deux lapins
(PA4958 et PA4959) ont été immunisés avec un peptide de 13 résidus aminoacyl proche de
I’extrémité C-terminale de la protéine ABCD2 de souris (Figure 24). Le peptide a été choisi
dans le but d’obtenir un anticorps spécifique de la protéine ABCD2 et présentant une
réactivité croisée entre différentes especes. En effet, sa séquence est parfaitement conservée
entee la souris, le rat et I’Homme. L’anticorps produit devrait donc étre efficace non

seulement chez la souris, mais égaletnkez le rat et ’Homme.
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Peptide
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Transporteur ABCD2 —
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ABCD2 RAT CKILGEDSVLKTI
ABCD2_ HOMME CKILGEDSVLKTI
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Figure 24: Séquence du peptide utilisé lors de ['immunisation des lapins au cours du second
programme (QML57, ThermoFisher) d’obtention d’un anticorps polyclonal dirigé contre le
transporteur ABCD?2.

(A.)La séquence du peptide (écrite en rouge) est localisée a proxiniité@énité C-terminale de la
protéine. (B.) Alignement des séquences protéiques d’ABCD2 de souris, de rat et d’Homme
(ClustalW) situées a proximité de [’extrémité C-terminales des protéines.

Le protocole a été établi sur 90 jours. Deux lapins (PA4958 et PA4959) ont été immunisés a 4
reprises : aux jours 1, 14, 42 et 56. Des échantillons de sang ont été prélevés aux jours 0, 28,
56 et 72, afin d’évaluer le niveau de production d’anticorps anti-ABCD2 par ELISA

(« Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay »). Au jour 72, les sérums des deux lapins
présentaient un titre équivalent. Seules les IgG (Immunoglobulines G) du sérum du lapin
PA4958 ont été purifiéés par affinité sur des billes de sépharose couplées au peptide
antigénique <¢*’CKILGEDSVLKTI®*». Aprés purification, les immunoglobulines
présentaient un faible titre par ELISA, laissant présager une faible concentration en anticorps
dirigé contre ABCD2 et/ou une faible réactivitéltmticorps. La réactivité du sérum du lapin

PA4958 et des IgG purifiées a été évaluée en immunoblot sur un lysat d’hépatome de rat
surexprimant la protéine ABCD2 fusionnée a I’EGFP (clone 28.38), a une dilution allant du
1/106™ au 1/10008" (Figure 25A). Le contrdle négatif correspond & un lysat cellulaire du
clone 28.38 non induit, ¢’est-a-dire n’exprimant pas la protéine ABCD2-EGFP (Figure 25B).

Concernant le sérum amiBCD2 non purifi¢ du lapin PA4958, aucune réactivité n’est
observée (Figure 25). Avec les IgG purifiées a partir du sérum du lapin PA4958, les résultats
par immunoblot montrent la présence de deux bandes au niveau du lysat du clone 28.38 induit
qui sont identiques a celles obtes avec I’anticorps anti-GFP (Figure 25A). Ces deux
bandes, bien que de faible intensité par rapport aux bandes aspécifiques, semblent donc
correspondre a la protéine de fusion ABCD2-EGFP. Cependant, le méme anticorps utilisé sur
le lysat du clone 28.38 non induit, n’exprimant pas ABCD2-EGFP, révele 2 bandes

contaminantes exactement a la méme taille qu’ABCD2-EGFP, mais tout de méme de plus
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faible intensité. Ces résultats ne sont pas étonnant au vu du faible titre obtenu par ELISA pour
les 1gG purifiés.

Anticorps polyclonal anti-ABCD2 (lapin PA4958)
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Figure 25: Réactivité en immunoblot de [’anticorps polyclonal anti-ABCD2 (sérum du lapin PA4958

au jour 72 et IgG purifiées a partir de ce méme sérum).

L’anticorps a été testé sur lysat de rat : &) clone 28.38 induit a la doxycycline 2ug/pL B) Qon

induit (controle négatif, Ctr-), a différentes dilutions allant de 1fT0@u 1/10 008" L ‘utilisation de
I"anticorps anti-GFP permet de détecter la protéine ABCD2-EGFP surexprimée par le clone 28.38
apres traitement a la doxycycline.

L’anticorps polyclonal anti-ABCD2 de souris permettrait donc de détecter la protéine ABCD2

de rat en condition dénaturante, avec cependant une faible réactivité et une faible spécificité
(Tableau % Le peptide antigénique utilisé pour I’'immunisation du lapin, présentant une
séquence parfaitement conservée entre ces trois especes, I’anticorps devrait étre réactif envers

la protéine ABCD2 de souris et humaine. La réactivité de ’anticorps a donc également été
testée en immunoblot sur lysat de souris et sur lysat cellulaire humain (Figure 26), en gardant
comme contrble positif le lysat du clone 28.38 exprimant la protéine ABCD2 de rat fusionnée
a ’EGFP.
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Lysat de Lysat de
clone foie de Lysat
28.38 souris HepG2
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Figure 26: Réactivité en immunoblot de [’anticorps polyclonal anti-ABCD2 (IgG purifiées a partir du
sérum du lapin PA4958 au jour 72). ‘

L’anticorps a été testé a une dilution de 1/2508 sur lysat de cellules hépatiques de rat : clone 28.38
induit & la doxycycline 2ug/pL (=contrdle positif, ctr+) et non induit (=contréégatif, ctr-) ; sur
lysat de souris : foie de souris « wild type » surexprimant ABCD2 aprés traitement au(4tPAat

foie de souris ABCD1/ABCD2 « double knock out »(ctr-); et sur lysat de cellulesighépa
humaines cellules HepG?2 (lignée cellulaire hépatique issue d’un carcinome humain) n’exprimant

pas la protéine ABCD?2 (ciret la surexprimant aprés traitement a [’hormone thyroidienne T3 (ctr+).

Aucun signal susceptible de correspondre a la protéine ABCD2 n’est observé. L anticorps est

donc peu, ou pas réactif envers la protéine ABCD2 de souris et envers la protéine ABCD2
humane. Cependant, cette absence de signal pourrait étre liée a la variation de 1’expression

d’ABCD2 selon les especes et les types cellulaires. C’est pourquoi j’ai cherché a enrichir mes
échantillons protéiques en protéine ABCD2 dans le but d’augmenter le signal en immunoblot

et d’éliminer les signaux non spécifiques. L’enrichissement en protéine ABCD?2 a été réalisé

en purifiant les membranes de cellules hépatiques humaines. Les cellules ont été éclatées dans
un homogénéisateur de type Dounce (Dounce A), puis les membranes totales ont été culotées

par ultracentrifugation.

Les fractions membranaires ont été préparées a partir de cellules HepG2 (lignée cellulaire
hépatique issue d’un carcinome humain) non traitées qui n’expriment pas ABCD2 et a partir

de cellule HepG2 traitées 4 jours a I’hormone thyroidienne T3, induisant I’expression du
geneABCD2dans ces cellules visualisée par RT-QR&Reverse Transcription-Polymerase
Chain Reactiom) (Geninet al.2009) Ce test n’a pas été concluant (résultats non montrés) et

ne nous permet pas d’affirmer que 1’anticorps polyclonal anti-ABCD2 est réactif sur ABCD2

d’Homme.
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L’anticorps anti-ABCD2 a également été testé par mmambre de 1’équipe du Pr Berger
(Vienne, Autriche) sur un lysat de bactériescoli transformées par un plasmide codant la
protéine GST (Glutathion-S-Transféradgsionnée au domaine cytoplasmique de la protéine
ABCD2 humaine. L’anticorps anti-ABCD2 reconnait une protéine a la taille attendue
d’environ 70 kDa seulement lorsque les bactéries sont induites et expriment la protéine de

fusion (Figure 2Y. Ces résultats nous laissent penser que finalement, I’anticorps anti-ABCD2

est réactif sur la protéine ABCD2 humaine mais que sa réactivité est faible puisque la

détection n’est obtenue que lorsque la protéine est fortement surexprimée.

2]
<2
S
&
Bactéries : X <O
130 kDa =
100 kDa = y .
70 kDa = . GST liée au d_omame
< cytoplasmique
55 kDa = d’ABCD2 humaine

Figure 27: Réactivité en immunoblot de I’anticorps polyclonal anti-ABCD2 (IgG purifiées a partir du
sérum du lapin PA4958 au jour 72). )

L’anticorps a été testé a une dilution de 1/3000°% sur un lysat de bactéries exprimant la protéine GST
fusionrée au domaine cytoplasmique d’ABCD2 d’Homme, seulement aprés induction a I'IPTG
(IsoPropyl p-D-1-ThioGalactopyranoside). 'IPTG est utilisé pour induire [’expression de la protéine
recombinante qui est placée sous le contrdle du promoteur lac.

I1.3. Anticorps polyclonal de lapin dirigé contre ABCD3

Un programme d’obtention d’anticorps polyclonal dirigé contre la protéine ABCD3 a
également été lancé en 2012 avec la société ThermoFisher, simultanément au programme
d’obtention de I’anticorps polyclonal anti-ABCD2 décrit ci-dessus. Lors de ce programme
(QML58), deux lapins (PA4960 et PA4961) ont été immunisés avec un peptide de 18 résidus
aminoacyl localisé a I’extrémité C-terminale de la protéine ABCD3 de souris (Figure 28). Le
peptide a été choisi dans le but d’obtenir un anticorps spécifique de la protéine ABCD3 et
présentant une réactivité croisée entre différentes espéces. Vu que sa séquence est
parfaitement conservée entre la souris et le rat et differe seuldmeanicide-aminé chez
I’Homme, D’anticorps attendu devrait étre réactif non seulement chez la souris, mais

¢galement chez le rat et I’Homme.
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A.
Peptide 642 659
ABCD3 RGNYEFKKITEDTVEFGS
Transporteur ABCD3 — /(
B.
642 659
ABCD?)_SOURIS RGNYEFKKITEDTVEFGS
ABCD3_RAT RGNYEFKKITEDTVEFGS
ABCD3_HOMME RGNYEFKQITEDTVEFGS
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Figure 28 : Séquence du peptidelisé lors de |'immunisation des lapins au cours du programme
(OMLS5S8, ThermoFisher) d obtention d’un anticorps polyclonal dirigé contre le transporteur ABCD3.
(A.)La séquence du peptide (écrite en rouge) est localigéergemité C-terminale du transporteur.
(B.) Alignement des séquences protéiques d’ABCD3 de souris, de rat et d’Homme (ClustalW) situées da
I’extrémité C-terminales des protéines.

Aprés 4 immunisations successives (J1, J14, J42, J56) des deux lapins du programme, le
sérum du lapin PA4961 a J72 présentait le titre le plus élevé par ELISA, et les IgG contenues
dans ce sérum ont été purifiees par affinité (billes de sépharose couplées au peptide
antigénique &”RGNYEFKKITEDTVEFGS®»). Aprés purification, les IgG présentaient

un titre éleve, laissant présager une concentration élevée en anticorps dirigé contre ABCD3
et/ou une bonne réactivité de I’anticorps. La réactivité du sérum du lapin PA4961 ainsi que

des IgG purifiées a partir de ce sérum a été évaluée en immunoblot sur utih§sabme

de rat exprimant la protéine ABCD3 au niveau basal (cellules H4lIEC3), a une dilution allant
du 1/106™ au 1/10008™ (Figure 29). La derniére piste de la membrane est révélée avec
I’anticorps polyclonal anti-ABCD3 réactif en immunoblot précédemment obtenu au
laboratoire (Albekt al. 1997).

Les résultats par immunoblot montrent la présence d’une bande a une taille 1égérement
inférieure a celle attendue (masse moléculaire théorique de 75 kDa) pour le lysat de rat. De
plus, cette bande est a la méme hauteur que celle révélée avec 1’anticorps polyclonal anti-
ABCD3 du laboratoire. Ainsi, les IgG purifiées a partir du sérum du lapin PA4961 sont
réactives en condition dénaturante et permettent de détecter la protéine ABCD3 de rat en
immunoblot et ce avec une forte spécificité. Cependdnfiaudra 1’utiliser a tres faible

dilution afin de détecter un signal (au 1/3%% Le sérum du lapin PA4961 posséde quant &

lui une bonne réactivité mais une spécificité plus faible (Figuyre 29
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Figure 29: Réactivité en immunoblot de [’anticorps polyclonal anti-ABCD3 (sérum du lapin PA4961

au jour 72 et IgG purifiées a partir de ce méme sérum).

L’anticorps a été testé a différentes dilutions allant de 1/100eme au 1/10 000éme, sur lysat de cellules
H4lIEC3 exprimant la protéine ABCD3 au niveau bagadnticorps polyclonal anti-ABCD3 obtenu il

y a quelques années au laboratoire et réactif en immunoblot au 1/200eéme, constitudle poaitif

de réactivité.

Etant donné que la séquence du peptide antigénique utilisé pour I’immunisation du lapin est
conservée chez la protéine de rat et de souris, et que seul un acide-aminé diverge sur la
séquence de ’Homme (Erreur ! Source du renvoi introuvable.), 1’anticorps devrait étre

éactif envers la protéine ABCD2 de souris et humaine. La réactivité de I’anticorps polyclonal
anti-ABCD3 (IgG purifiées a partir du sérum du lapin PA4961) a donc été évaluée sur la

protéine ABCD3 de souris et d’Homme (Figure30).

A Lysat B \Nga‘ﬁ\ < (ac{\%(:a(\a\(e
total o®@ ﬁe‘“
Espéce : rat souris Espéce : rat Homme
250 kDa =
150 kDa = 250 kDa =
100 kDa = 150 kDa =
75 kDa = 100 kDa =
75 kDa =
S € ABCD3 S S € N\BCD3
50 kDa = 50 kDa =

Figure 30: Réactivité en immunoblot de [’anticorps polyclonal anti-ABCD3 (IgG purifiées a partir du
séum du lapin PA4961 au jour 72).

L’anticorps dilué au 1/100éme, a été testé sur un lysat total de souris (foie de souris Wiriai.)

que sur un lysat total et une fraction membranaire de cellules hépatiques humaines (HepG2) (B.)
Dans les deux cas, I’anticorps est également testé sur un lysat total de rat (cellules H4IIEC3) dans

lequel il permet de détecter la protéine ABCD3 (=contrdle positif).
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Comme nous I’attendions, les IgG purifiées a partir du sérum anti-ABCD3 du lapin PA4961

sont non seulement réactives sur ABCD3 de rat mais également sur la protéine ABCD3 de

souris et d’Homme (Tableau %.

Pour conclure, sur les 4 programmes d’obtention d’anticorps polyclonal de lapin initiés durant

ma thése, deux ont abouti avec succeés a la production d’anticorps anti-ABCD1 et anti-

ABCD3. Ces deux anticorps présentent une réactivité croisée entre especes, accompagnée

d’une trés bonne spécificité. Les résultats des deux programmes d’obtention d’anticorps

polyclonal antiABCD2 sont plus mitigés. Toutefois, il semble que 1’anticorps produit lors du

se®nd programme soit réactif sur la protéine ABCD2 de rat et d’Homme, mais avec peu de

réactivité.

IMMUNOGENE REACTIVITE SOURCE / ETAT DES STOCKS
Anti-ABCD1

Polyclonal de Peptide de souris Souris  WB )

lapin 10054.527% Rat IF Fouquet, Zhou et al. 1997  Petit stock
Anti-ABCD2
Polyclonal de Peptide de rat Rat P Laboratoire BioPerox-IL Stock

lapin “iaa-aated (Eurogentec) important
Anti-ABCD3
Polyclonal de Rat Commercialisé par Life

yelo Peptide de rat 9%%aa-aa®° | Homme WB P
lapin ) Technologies
Souris
Stock

Polyclonal de L WB Laboratoire BioPerox-IL .

lapin ABCD3 de rat purifice Rat b | Albet, Causeret et al, 1997 q“éa:;'i"gée”t

Tableau 4 : Récapitulatif des anticorps disponibles au laboratoire au début de ma thése

IMMUNOGENE REACTIVITE SOURCE / ETAT DES STOCKS
Anti-ABCD1

Polyclonal de Peptide de souris Souris  WB Lab.orat0|r.e BioPerox-IL Stock
lapin 10035-a5"36 Rat IF (Animalerie Centrale du important
P Centre de Zootechnie, Dijon) P
Anti-ABCD2
Polyclonal de Peptide de souris Rat WB Lab_oratow_e BioPerox-IL Stock
lapin 263g-aa’1 Souris (Animalerie Centrale du important
Centre de Zootechnie, Dijon)
Polyclonal de Peptide de souris Rat WB Laboratoire BioPerox-IL Stock
lapin 2233-aa’* Homme (Thermofisher) important
Anti-ABCD3
Rat
Polyclonal de Peptide de rat a Laboratoire BioPerox-IL Stock
) Homme WB ) .
lapin 63839-aa%% Souris (Thermofisher) important

Tableau 5 : Récapitulatif des anticorps produits au cours de ma these
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CHAPITRE 2
CARACTERISATION
FONCTIONNELLE D’ABCD?2
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A mon arrivée en these, laractérisation fonctionnelle d’ABCD2 était une problématique

déja étudiée au sein de I’équipe. L’objectif était d’identifier le ou les substrats pris en charge

par le transporteur ABCD2, mais également de mieux comprendre le phénomene de
redondance fonctionnelle entre ABCD2 et ABCD1.

Le travail était mené sur deux modéles cellulaires stables obtenus au laboratoire et exprimant
de manicre inductible la protéine ABCD2 couplée a I’EGFP : le clone 28.38 que j’ai moi-

méme utilisé lors de I’étude du statut oligomérique des transporteurs ABCD peroxysomaux,

et le clone 19 qui surexprime une protéine ABCD2-EGFP non fonctionnelle (Gueetgalon

2006) Ces deux modeles devaient permettre d’établir une corrélation entre le niveau
d’expression cellulaire d’ABCD2-EGFP (fonctionnelle ou non) &is taux d’AGTLC (saturés,

MoNo- ou polymsaturés) contenus dans les phospholipides, mais également d’établir une
corrélation entre le niveau d’expression d’ABCD2-EGFP (fonctionnelle ou non) et le niveau

de B-oxydation de certains AGTLC (C26:0, C24:0, C22:6 n-3). Ainsi, il a été observé que la
surexpression d’ABCD2-EGFP (fonctionnelle) permettait de réduire la quantité d’AGTLC

saturés (C26:0 et C24:0) et monoinsaturés (C26:1, C24:1) contenus dans les phospholipides,
ainsi que d’augmenter la f-oxydation des AGTLC saturés et du C22:6 n-3 (DHA).

D’apres ces résultats, le transporteur ABCD2 serait donc impliqué dans le transport

d’AGTLC saturés et monoinsaturés, et dans le transport du DHA. Il n’a pas été possible de
préciser si ABCD2 était sous forme d’homo- ou d’hétérodimeére lors du transport du C26:0 ou

encore, du DHA. Cependant de maniere trés intéressante, les résultats obtenus avec le clone
19 ont montréin effet transdominant négatif d’ABCD2-EGFP non fonctionnelle sur ABCD1,
suggérant qu’ABCD2 et ABCD1 peuvents’hétérodimériser in vivo. Cette interaction entre la
protéine ABCD2-EGFP non fonctionnelle et le transporteur ABCD1 a été confirmée par deux

co-immunoprécipitations croisées.

L’ensemble de ces résultats a fait I’objet d’une publication en 2011 dans « The Journal of
Biological Chemistryy, a laquelle j’ai participé au niveau des expériences de co-

immunoprécipitation (Geniet al.2011).
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X-linked adrenoleukodystrophy (X-ALD)is a neurodegenera-
tive disorder caused by mutations in the ABCDI gene, which
encodes a peroxisomal member of the ATP-binding cassette
(ABC) transporter subfamily D called ALDP. ALDP is supposed
to function as a homodimer allowing the entry of CoA-esters of
very-long chain fatty acids (VLCFA) into the peroxisome, the
unique site of their B-oxidation. ALDP deficiency can be cor-
rected by overexpression of ALDRP, its closest homolog. How-
ever, the exact nature of the substrates transported by ALDRP
and its relationships with ALDP still remain unclear. To gain
insight into the function of ALDRP, we used cell models allow-
ing the induction in a dose-dependent manner of a wild type or
a mutated non-functional ALDRP-EGFP fusion protein. We
explored the consequences of the changes of ALDRP expression
levels on the fatty acid content (saturated, monounsaturated,
and polyunsaturated fatty acids) in phospholipids as well as on
the levels of B-oxidation of 3 suspected substrates: C26:0, C24:0,
and C22:61-3 (DHA). We found an inverse correlation between
the fatty acid content of saturated (C26:0, C24:0) and monoun-
saturated (C26:1, C24:1) VLCFA and the expression level of
ALDRP. Interestingly, we obtained a transdominant-negative
effect of the inactive ALDRP-EGFP on ALDP function. This
effectis due to a physical interaction between ALDRP and ALDP
that we evidenced by proximity ligation assays and coimmuno-
precipitation. Finally, the B-oxidation assays demonstrate a role
of ALDRP in the metabolism of saturated VLCFA (redundant
with that of ALDP) but also a specific involvement of ALDRP in
the metabolism of DHA.

X-linked adrenoleukodystrophy (X-ALD)? (OMIM 300100)
is a very complex neurodegenerative disorder whose physio-
pathogenesis remains to be clarified (1). X-ALD is caused by

* This work was supported by grants from the European Association Against
Leukodystrophies (ELA Foundation, Nancy, France) and grants from the
regional council of Burgundy.
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?The abbreviations used are: X-ALD, X-linked adrenoleukodystrophy; ABC,
ATP-binding cassette; ALDP, adre noleukodystrophy protein; ALDRP, adre-
noleukodystrophy-related protein; DHA, docosahexaenoic acid; IF, immu-
nofluorescence; PLA, proximity ligation assay; PMP, peroxisomal mem-
brane protein; PUFA, polyunsaturated fatty acids; VLCFA, very-long-chain
fatty acids; PC, phosphatidylcholine.
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mutations inthe ABCDT gene located in X 28, which encodesa
peroxisomal member of the ATP-binding cassette (ABC) trans-
porter subfamily D called ALDP (adrenoleukodystrophy-pro-
tein) (2). This protein has the structure of a half ABC trans-
porter, which is supposed to function as a homodimer (3, 4).
However, heterodimerization with one of the other members of
the ABCD subfamily (i.e. ALDRP {(encoded by the ABCD2 gene
(5)), PMP70(ABCD3 (6)), and PMP6&9 (ABCD4(7,8)) cannot be
excluded especially in the situation where these proteins are
overexpressed. Although a mirror expression pattern is often
observed between ALDP and ALDRP when specitic cell types
are analyzed (9), peroxisomal ABC transporters have overlap-
ping expression patterns rendering possible such interactions
(5, 10). Coimmunoprecipitation experiments or FRET analysis
have demonstrated heterodimerization in cells overexpressing
the peroxisomal ABC transporters (11, 12). Although the per-
oxisomal localization of ALDP, ALDRP, and PMP70 is clearly
demonstrated, PMP69 has recently been described to be local-
ized in the endoplasmic reticulum and was found to be absent
in the peroxisome. This excludes a possible interaction at the
peroxisomal membrane with the other ABC transporters (13).
Based on the model of the transport of pigment precursors in
Drosophila (14), differences in the relative expression level of
each peroxisomal ABC transporter in a single cell type could
lead to alternative dimerization and consequently to a change
in substrate specificity.

Defective peroxisomal S-oxidation and accumulation of sat-
urated and monounsaturated very-long-chain fatty acids
(VLCFA) are the main biochemical features of X-ALD. This
observation as well as recent work in yeast (3) let suppose that
ALDP participates in the entry of CoA-esters of VLCFA into
the peroxisome, the unique site of their g-oxidation. In fibro-
blasts, the B-oxidation defect due to ALDP deficiency is par-
tially corrected by overexpression of PMP70 and fully restored
by overexpression of ALDRP (15, 16). Moreover, this partial
functional gene redundancy is also recognized in vive because
reversion of the adrenomyeloneuropathy-like phenotype has
been observed in Abcdl null mice overexpressing Abcd2 in an
ubiquitous manner (17). Overexpression of ALDRP has been
demonstrated to prevent VLCFA accumulation and the onset
of a neurological phenotype. Therefore, both ABCD2 and
ABCD3 genes constitute potential therapeutic targets for
X-ALD in astrategy aimed at inducing their expression through
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pharmacological treatments. Concerning the substrates, an
overlap in the substrate specificity of ALDP, ALDRP, and
PMP70is likely. Nevertheless, lessons from the different knock-
out mice models suggest that PM P70 would preferentially be
dedicated to the transport of branched-chain fatty acids and
bile acid precursors (18), whereas ALDRP would play a role in
the catabolism of long-chain saturated and monounsaturated
fatty acids and in the synthesis of DHA (C22:61-3) (19). How-
ever, the exact nature of the substrates transported by ALDRP
and PMP70, their relationship with ALDP, and their state of
dimerization (homo- or heterodimerization) absolutely needs
further investigations particularlyin situations of induced over-
expression, a situation found in pharmacological induction
based therapies.

In this study, we focused on the role of ALDRP and its capa-
bility to influence the function of ALDP. We used previously
described cell models that allow to induce the expression of a
wild type or a mutated non-functional ALDRP-EGFP
(enhanced green fluorescent protein) fusion protein in a dose-
dependent manner (20). These cells are derived from H4IIEC3
hepatoma cells in which ALDRP is almost not expressed in
normal conditions, whereas ALDP and PMP70 are highly
expressed. We explored the consequences of changes of the
ALDRP expression level on fatty acid content in phospholipids
(PL) as well as on the levels of g-oxidation of 3 suspected sub-
strates: C26:0, C24:0, and C22:6n-3. We also explored the
dimeric status of ALDRP by coimmunoprecipitation and prox-
imity ligation assay.

EXPERIMENTAL PRCCEDURES

Cell Culture—HAIIEC3 cells (rat hepatoma cells, ATCC:
CRL-1600) were cultured in DMEM/Ham'’s F-12 {1/1) supple-
mented with 5% FCS at 37 °C in a humidified atmosphere of 5%
CO, in the absence of antibiotics. WT (clone 28) and D207H
(clone 19) ALDRP-EGEP Tet-on cell clones were established as
described previously (20), and cultured in the presence of 200
pg/ml of G418 (InvivoGen) and 200 pg/ml of hygromycin B
(InvivoGen). Initial cell clones 19 and 28 have been subcloned
by limiting dilution in poly-L-lysine-coated 96-well plates in
tissue culture medium conditioned by H4IIEC3 cells. Cell
clonas 19 and 28 were seeded (0.05, 0.5, or 5 cellsfwell} in
96-well plates in conditioned culture medium supplemented
with 200 pg/ml of G418 and 200 jg/ml of hygromycin B. The
medium was changed weekly. Approximately 3 weeks later,
cells from single-colony containing wells were transferred to
24-well plates prior to subsequent analysis. To further select
subclones expressing the highest expression levels of WT or
D207H Abcd2-EGFP, cells were incubated or not for 24 h with
2 pg/mlof doxycycline (Clontech). Then, cells were fixed in 1%
paraformaldehyde and the level of doxycyeline-induced EGFP
fluorescence was analyzed by fluorescence-activated cell sort-
ing (FACS) and Western blotting. Finally, subclones 28.38 and
19.55 were selected.

Cell Treatment with Solubilized VI.CFA—The desired
amounts of C26:0 (Larodan Fine Chemicals AB) and 1,2-
dipalmitoyl-s#-glycero-3-phosphocholine (PC) (Sigma) dis-
solved in CHCI, were incubated together (1/4, w/w). The
solvent was further evaporated under a stream of dry nitro-
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gen. The C26:0/PC mixture was hydrated with H,O and son-
icated for 30 min at 4 °C with a sonifier tip (Vibra Cell, Bio-
block). The PC vesicles containing C26:0 fatty acid were
centrifuged for 5 min at 20,000 X gand then gently mixed at
37 °C with aqueous bovine serum albumin (BSA, dissolved in
0.9% NaCl) to achieve 2 mol of fatty acid/mol of BSA. 4.3 X
10° cells were seeded in 21.5-cm? culture flasks and cultured
in DMEM/Ham's F-12 (1/1) supplemented with 5% FCS, 200
pg/ml of G418 and hygromycin B for 48 h. Then, cells were
washed twice in PBS and deprived of FCS, preincubated for
3hinthe presence or absence of various doses of doxyeyeline
(0.1,0.5, or 1 gg/ml)and cultured in the same conditions for
the following 15 h in the presence or absence of 25 pm C26:0
(C26:0/PC mixture). Each point was performed in quadru-
plet to allow RT-qPCR, protein (Western blotting and fluo-
rescence microscopy), and lipid analysis.

GC-MS Analysis—After treatment of cell clones with or
without doxycycline and or a specific fatty acid, cell nuclei were
removed by centrifugation at 1,000 X g for 10 min at 4°C. Cel-
lular lipids were extracted with chloroform/methanol (2/1, viv)
according to the method of Folch (35). Dihenarachidoyl-su-
glycero-3-phosphocholine {Avanti Polar Lipids) was added as
an internal standard. Phospholipids were separated from other
lipid classes by HPLC (HP1100, Agilent Technologies) on a
200 X 2.1-mm, 5-2m Hypersil Silica column (Thermo) with a
binary gradient of chloroform/methanol (8/2, v/v) and chloro-
form/methanol/H, O (6/3.4/0.6, v/v/v). Phospholipids contain-
ing fractions were collected, evaporated under nitrogen, and
hydrolyzed with methanolic potassium hydroxide. Fatty acids
were analyzed as pentafluorobenzyl esters by gas chromatogra-
phy/negative chemical ionization mass spectrometry as previ-
ously described (30} using a HP7890A gas chromatograph
equipped with an HP7683 injector and a HP5975C mass selec-
tive detector (Agilent Technologies). Chromatography was
performed using an HP5MS fused silica capillary column (30
m X 0.25-mm inner diameter, 0.25-m film thickness, Agilent
Technologies).

Fatty Acid B-Owxidation Assays—HAIIECS cell clones were
seeded in sterile glass vials at 4 > 10° cells in 3 ml of culture
medium supplemented with 200 pg/ml of G418, 200 pg/ml of
hyvgromycin B, and 2 pg/ml of doxycycline or not. After 48 h at
37°C in a humidified atmosphere of 5% CO,, the culture
medium was removed, cell clones were washed twice with PBS,
and g-oxidation analysis were performed, as described previ-
ously (21). C26:0, C24:0 and C22:6x-3 were purchased from
Larodan Fine Chemicals AB and dissolved in CHCIl,. The sol-
vent was evaporated under a stream of dry nitrogen. Then,
VLCFA were incubated with a-cyclodextrin (Sigma) to achieve
85 mol of a-cyclodextrin/mol of C26:0, C24:0, or C22:61-3. The
solubilized VIL.CFA were sonicated with a sonifier bath for 1 h.
The assay was initiated by the addition on the cells of 4 pm
[1-**C]docosahexaeosanocic acid (C22:6n-3), [1**C|tetraco-
sanoic acid (C24:0), or [1-*C]hexacosanoic acid (C26:0) with 8
M of the corresponding non-radiolabeled fatty acid. Radiola-
beled fatty acids were purchased from American Radiolabeled
Chemicals. The sum of radioactive [**C]CQ, and *C-labeled
acid-soluble products was taken as a measure of fatty acid oxi-
dation and rates were expressed as picomole/h per mg of pro-
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tein. Total proteins were quantified according to the Bradford
protein assay (usually between 200 and 300 mg/vial).

Immunofluorescence (IF) and in Situ Proximity Ligation
Assay (PLA)—HA4IIECS cell clones were seeded at 2 > 10° per
well in 16-well Lab-Tek chambers slides (Nunc) pre-coated
with 0.1 mg/ml of poly-L-lysine. After an attachment period of
24 h, cells were treated or not with doxycycline (2 pg/ml) and
incubated during 48 h at 37 °C. Then, they were washed with
PBS, fixed in 4% paraformaldehyde, pH 7.5, for 10 min at RT,
rinsed in PBS, and incubated two times in PBS, 0.1 M glycine for
5 min. Cells were permeabilized for 10 min at RT with FACS
permeabilizing solution (BD Biosciences), rinsed three times in
PBS, 0.05% saponin and incubated during 20 min at RT with
PBS, 0.05% saponin, 5% rat serum to saturate Fc receptors.

The following antibodies were used in IF detection or in PLA
assay: 1/500 diluted mouse anti-GFP antibody (Roche Applied
Science), 1/1,000 diluted rabbit polyclonal anti-ALDP antibody
(22), 1/200 diluted rabbit anti-PEX14 {gift from M. Fransen),
and 1/100 diluted rabbit polyclonal anti-PMP22. In IF assays,
cells were incubated in the presence of primary antibodies in
PBS, 0.05% saponin for 20 min, washed 3 times in PBS, 0.05%
saponin, incubated 20 min with the 1/1,000 diluted Alexa 594
goat anti-mouse or anti-rabbit secondary antibody (Invitrogen)
and finally washed 3 times in PBS before mounting in fluorsave
(Merck). In PLA assays, cells were incubated in the presence of
aconvenient couple of primary antibodies diluted in PBS, 0.05%
saponin, 2% rat serum for 20 min at RT. Incubation with appro-
priate PLA probe (anti-mouse or anti-rabbit antibody), hybridiza-
tion, amplification, development, and slide preparation were done
using the DuoLink kit {Olink Biosciences) following the manufac-
turer’s instructions. Negative control experiments (either one or
both primary antibodies were omitted) were performed in parallel
and checked to result in the absence of PLA signal.

Finally, the samples were mounted with DuoLink Mounting
Medium. IF and PLA slides were analyzed in confocal micros-
copy using TCS SP2 AOBS confocal laser microscope (Leica
Microsystems SA) and a x40 oil immersion ohjective. Image
processing and analysis were done using the Leica confocal
software.

Coimrmunoprecipitation Assays and Western Blotting—
H4IIECS cells stably expressing D207H-ALDRP-EGTIP after
overnight induction with 2 pg/ml of doxycycline or not were
homogenized in solubilization buffer {100 mm Tris-HCI, pH 8,
100 mum NaCl, 10 mm EDTA, 1% Triton X-100, 1% PMSF and
protease inhibitor mixtures (Roche Applied Science)). Nuclei
were removed by centrifugation for 10 min at 4 °C and 1,000 <
g. The cell lysate was incubated twice with agarose beads for 1 h
at 4°C with gentle rotation. After this pre-clearing step, lysate
was incubated with rabbit polyclonal anti-ALDP antibody (22}
cross-linked to agarose beads via dimethyl pimelimidate (pro-
tocol adapted from Ref. 23) or mouse monoclonal anti-GFP
antibody covalently immobilized on agarose beads (MBL) for
1 h at 4 °C with gentle rotation. The beads were washed three
times with wash buffer (100 mm Tris-HCI, pH 8, 100 mm NaCl,
10 mm EDTA, and 1% Triton X-100}, and bound proteins were
released with Laemmli buffer. Immunoprecipitated proteins or
proteins from total cell lysate were separated on a 7.5% SDS-
PAGE and transferred ontoa PYDF membrane. The membrane
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was first incubated in 5% skimmed milk dissolved in PBS, 0.1%
Tween20(PBS/T) for 1 h at room temperature. The membrane
was probed with 1/500 diluted mouse anti-GFP antibody
(Roche Applied Science) or with rabbit polyclonal anti-ALDP
(1/5,000) antibody (22) and then with the appropriate second-
ary antibody coupled to horseradish peroxidase (1/5,000 Santa
Cruz Biotechnology), before being revealed by ECL (Santa Cruz
Biotechnology).

RT-gPCR—Total RNA was extracted using RNeasy Mini kit
(Qiagen) following the manufacturer’s instructions. cDNA was
generated using Moloney murine leukemia virus reverse tran-
scriptase enzyme (Promega). Quantification of cDNA expression
was carried out using the SYBR Green real time PCR technology
and an iCycler iQ Real Time Detection System (Bio-Rad) as
previously described (24). The primers 5'-GGCATCACCA-
CTAAAATCTCC-3' (rat 3654 forward), 5'-GCTCCCACC-
TTGTCTCCA-3' (rat 3604 reverse), 5'-CAGCGTCCACC-
TCTACCACATAG-3' (rat Abed2 forward), and 5'-CGTC-
CAGCAATGCGTACTTCG-3" (rat Abcd2 reverse) were
chosen using the Beacon Designer Software (Bio-Rad).
Quantitative analysis of Abcd2 expression was performed
using cycle to threshold (C,) values and normalized by the
3654 reference gene encoding for the acidic ribosomal phos-
phoprotein PO.

Statistical Analyses—Statistical analyses were performed by
Mann-Whitneytest using the StatView statistical software. The
differences between the treated and the control groups are indi-
cated as significant (p << 0.05) or highly significant (z << 0.01).

RESULTS

Induction Level of ALDRP-EGFP Fusion Protein in the Cell
Clones—To gain insight into the function of ALDRP, we used
specific cell models specifically engineered to express a mutant
(clone 19) or a wild type (clone 28) ALDRP-EGFP fusion pro-
tein depending on the dose of doxycycline added in the culture
medium. The WT ALDRP-EGFP fusion protein was proven to
be functional, at least concerning the capability to restore the
B-oxidation of C26:0 in X-ALD fibroblasts (20). The mutant
ALDRP-EGFP corresponds to a single change of the amino acid
sequence (D207H) mimicking a natural mutation occurring in
the ABCDI gene (D196H ALDP), which results in a non-func-
tional protein still able to dimerize and to be targeted at the
peroxisomal membrane (25).

As seen at the mRNA level quantified by RT-qPCR (Fig. 14)
and at the protein level observed by Western blotting (Fig. 1B),
both cell clones respond to doxycycline treatment (18 h) in a
dose-dependent manner. It is noteworthy that treatment with
doxyeycline results in the induction of Abcd2-EGFP and does
not modify ALDP or PMP70 expression in clones 28 (Fig. 1C)
and 19 (data not shown). Although the basal level of the fusion
protein is quasi null in clone 19 (not different from H4IIEC3
control cells), a leaky expression of ALDRP-EGFP was observed
in clone 28. Therefore, the relative induction appears to be
stronger in clone 19 than in clone 28.

Inverse Correlation between the Level of Expression of the
WT ALDRP-EGIP Fusion Protein and Saturated VICFA
Content in Phospholipids—Changes in lipid composition
and fatty acid metabolism have been largely described in
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FIGURE 1. Doxycycline-dependent expression of the WT or D207H Abcd2-EGFP gene in stable transfectant cell clones 28 and 19, respectively. Cell
clones were cultivated 18 hin the presence of various doses of doxycycline. Expression was quantified at the mRNA level by RT-qPCR (A) and at the protein level
by Western blatting analysis with anti-GFP antibody (B). ALDRP-EGFP expression does not modify ALDP nor PMP70 expression (C). Clone 28 cell lysates were
separated on 7.5% SDS gels, blotted, and probed with anti-GFP, anti-ALDP, or anti-PMP70 antibodies.

several models of peroxisomal alterations, in particular in
ALDP-deficient cells. These modifications are perfectly vis-
ible in PL.

Peroxisomes, but especially mitochondria, participate in
degradation of fatty acids. Therefore, the consequences of the
alterations of peroxisomal import, if any, were expected to be
underestimated for most of the fatty acids with the exception of
VLCFA, which are B-oxidized only into the peroxisome. More-
over, because the alteration of ALDRP (W'T or D207H) expres-
sion was unlikely to result in strong modifications in normal
conditions (ALDP and PMP70 are quite well expressed in
HAIIEC3 cells), we challenged the cells with C26:0, the sup-
posed preferential substrate of ALDP, and compared the differ-
ent situations. Fatty acid supplementation of hepatoma cells
have been demonstrated to result in rapid modification of the
membrane content (26). The kinetic of such a supplementation
being compatible with the kinetic of doxycycline-dependent
induction, we decided Lo analyze the fatty acid content in PL
after an 18-h incubation with doxycycline and in the presence
or not of C26:0 for 15 h. It is important to notice that the
ALDRP-EGFP expression level was not modified by fatty acid
supplementation.

GC-MS analysis of the fatty acid content in PL was per-
formed in triplicate from 5 independent experiments. We first
quantified saturated fatty acids (C18:0, C20:0, C22:0, C24:0, and
C26:0). We observed a dose-dependent decrease of the relative
level of C26:0 (reaching a maximum of 0.79-fold) and C24:0
(maximum of 0.78-fold) in clone 28 (Fig. 2). A clear inverse
correlation was thus observed between the level of expression
of the WT ALDRP-EGFP protein and the saturated VLCFA
content in PL. No significant variation was seen for shorter fatty
acids, C18:0-C22:0 (Fig. 2). Incubation of the cells with C26:0
resulted in a 1.66-fold increase of the C26:0 content in PL but
no significant changes for the other fatty acids. In the presence
of C26:0, a significant doxycycline-dependent decrease was
observed only for the C26:0 and C24:0 levels (Fig. 2).

Transdominant Negative Effect of D207H-ALDRP-EGFP—
Parallel experiments were conducted with cell clone 19
expressing the mutant non-functional D207H-ALDRP-EGFP
protein, As shown in Fig. 2, no significant variation was
observed for C24:0, C22:0, C20:0, and C18:0. However, whereas
induction of ALDRP-EGFP in clone 28 resulted in a decreased
content of C26:0 and C24:0, doxycycline-dependent induction
of D207H-ALDRP-EGFP resulted in a dose-dependent increase
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of the level of C26:0 (Fig. 2). Because the basal level of expres-
sion of the endogenous ALDRP in cell clones is quasi null, this
result may be the consequence of a transdominant-negative
effect of D207H-ALDRP-EGFP on ALDP function.

D207H-ALDRP-EGFP Interacts with ALDP—To evidence
the interaction between D207H-ALDRP-EGFP and ALDP,
we used two complementary approaches. First, we used a
proximity ligation assay (PLA duolink) to analyze in silu the
proximity of D207H-ALDRP-EGFP with ALDP. The tech-
nique is based on the use of primary antibodies obtained in
different species. Secondary antibodies targeting either rab-
bit or mouse antibodies are coupled to eligonucleotides,
which serve as proximity probes. If the distance between the
proteins is less than 40 nm, probes can hybridize with sub-
sequently added connector oligonucleotides and guide the
formation of a circular DNA template, which is amplified
and detected by fluorescence hybridization. This technique
was successfully used to detect the dimerization of receptor
tyrosine kinase (27). As a first step, we validated the primary
antibodies used in the PLA experiment. For each antibody, a
peroxisomal punctuate labeling colocalizing with the EGFP
signal was obtained from immunofluorescence experiments
performed on clone 19 cultivated in the presence of doxycy-
cline (Fig. 34). PLA experiments resulted in a positive label-
ing only in the presence of doxycycline and with the couple
of antibodies directed against ALDP and GFP (Fig. 38) dem-
onstrating the proximity between ALDP and D207H-
ALDRP-EGEFP. This labeling does not result from the over-
abundance of proteins in a membrane context because no
PLA labeling was oblained between D207H-ALDRP-EGFP
and proteins PEX14 or PMP22, PMP22 being the most rep-
resented protein of the peroxisomal membrane (28).

To confirm that proximity between D207H-ALDRP-EGFP
and ALDP is due to a physical interaction, cross-coimmunopre-
cipitation experiments were carried out from cell lysates
obtained from clone 19 cultivated in the presence of doxycy-
cline. As shown in Fig. 44, D207H-ALDRP-EGFP was coimmu-
noprecipitated with ALDP by anti-ALDP antibody only in the
doxycycline-treated cell clone 19. In the cross-experiment,
ALDP was coimmunoprecipitated with D207H-ALDRP-EGFP
by anti-GFP antibody only in doxycycline-treated cell clone 19
(Fig. 4B) demonstrating interaction. Similar results were
obtained with the WT ALDRP-EGFP fusion protein and ALDP,
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FIGURE 2. GC-MS analysis of the saturated fatty acid content in phospholipids of cell clones 28 (WT ALDRP-EGFP) and 19 (D207H-ALDRP-EGFP)
cultivated in the presence of various doses of doxycycline and in the absence or presence of C26:0. Results of 5 independent experiments performed in
triplicate are presented normalized to the percentage of fatty acid in the absence of doxycycline and C26:0 arbitrary taken equal to 1. Statistically significant

variations are indicated by asterisks (*, p < 0.05; **, p < 0.01).

indicating that interaction can occur independently of the
mutation.?

Inverse Correlation between the Level of Expression of the
ALDRP-EGFP Fusion Protein and n-9 VLCFA Content in
Phospholipids—By GC-MS analysis, we further explored the
fatty acid content in PL for n-7 and #-9 monounsaturated fatty

3 F. Geillon, D. Trompier, C. Gondcaille, and S. Savary, manuscript in preparation.
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acids (18:1, 20:1, 22:1, 24:1, and 26:1) and polyunsaturated fatty
acids (PUFA: C18:3, C20:3, C20:4, C20:5, C22:5, C22:6, and
C24:6n-3; and C18:2, C18:3, C20:3, C20:4, C22:4, and C22:5n-
6). Although we did not notice any change in the PUFA content
nor in the #-7 monounsaturated fatty acid content whatever the
conditions and the cell clones, the #-9 monounsaturated fatty
acid content demonstrated alteration depending on the expres-
sion level of WT or D207H-ALDRP-EGFP protein (Fig. 5).
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FIGURE 3. In situ analysis of the proximity of ALDRP-EGFP with other peroxisomal proteins. A4, immunofluorescence detection (IF signal) of D207H-ALDRP-
EGFP, ALDP, PEX14, and PMP22 observed by confocal microscopy in clone 19 (D207H-ALDRP-EGFP) induced by doxycycline (DOX) (2 jug/ml for 48 h). B, Duolink
proximity ligation assay between D207H-ALDRP-EGFP and ALDP, PEX14, and PMP22 in clone 19 induced by doxycycline observed by confocal microscopy.
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FIGURE 4. Coimmunoprecipitation of ALDP and D207H-ALDRP-EGFP
demonstrating interaction. Cell lysates from cell clone 19 (D207H-ALDRP-
EGFP) treated or not with doxycycline (dox) (2 pg/ml) for 18 h were used for
anti-ALDP (A) or anti-GFP (B) immunoprecipitation. Aliquots of cell lysates and
eluted fractions were separated on 7.5% SDS gels, blotted, and probed with
anti-ALDP or anti-GFP antibodies.

Incubation in the presence or absence of C26:0 yielded quite
similar results (Fig. 5). C26:1n-9 levels followed the same pat-
tern as saturated VL.CFA. In the WT cell clone, we ohserved a
significant doxycycline-dependent decrease of the C26:1n-9
content either in the absence or presence of C26:0 in the culture
medium (Fig. 5). On the contrary, doxycycline-dependent
induction of D207H-ALDRP-EGEP resulted in a dose-depen-
dentincrease of the level of C26:15-9, although non-statistically
significant, Thus, a transdominant-negative effect seems to be
observed for C26:1. Interestingly, induction of ALDRP-EGFP
resulted in a decreased content of C24:1n-9 but we did not
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observe a transdominant-negative effect for this fatty acid in
clone 19 (Fig. 5). No significant variation was observed for the
shorter fatty acids analyzed (C18:1, €20:1, and C22:151-9)
(Fig. 5).

Induction of ALDRP-EGFP Expression Leads to Increased
B-Oxidation Levels of C26:0, C24:0, and C22:6n-3—As induc-
tion of ALDRP-EGFP expression influence the cellular VLCFA
content, we analyzed the B-oxidation level of commercially
available "*C-labeled fatty acids: C26:0, C24:0, and C22:61-3.
Due to a relatively long delay between the first GC-MS analyses
and these experiments of B-oxidation measurement, experi-
ments were carried out in subclones of clones 19 and 28, respec-
tively, clones 19.55 and 28.38. Indeed, the original clones dem-
onstrated a progressive tendency to gene inactivation and
subcloning by limited dilution was necessary. The obtained
subclones displayed similar levels of induction as checked by
flow cytometry and Western blotting. The B-oxidation levels in
both cell clones were compared in the absence or presence of 2
pg/ml of doxycycline. As shown in Fig. 6, doxycycline treat-
ment of clone 28.38 resulted in a significant increase of the
B-oxidation level of the 3 tested fatty acids. Concerning satu-
rated VL.CFA, this result was in agreement with results as men-
tioned before (Fig. 2) suggesting that induction of ALDRP-
EGFP improves the peroxisomal entry of these fatty acids into
the peroxisome, and therefore, leads to a decreased level of their
contents in PL. However, the increased level of B-oxidation of
DHA was unexpected because the levels of PUFA in PL
appeared to be insensitive to the level of expression of ALDRP-
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performed in triplicate are presented normalized to the percentage of fatty acid in the absence of doxycycline and C26:0 arbitrary taken equal to 1. Statistically
significant variations are indicated by asterisks (¥, p < 0.05).

EGFP. Induction of D207H-ALDRP-EGEFP resulted in a weak such a therapeutic approach, it is crucial to understand the
but significant decrease of the B-oxidation level of C26:0. How-  exact function of ALDRP in normal or overexpressed condi-
ever, we did not observe any influence on the C24:0 and C22:  tions and compare its function to that of ALDP.
6n-3 B-oxidation levels. Although a defective transport is thought to trigger fatty acid
accumulation, expression of ALDP or ALDRP in X-ALD fibro-
BISCUSSION blasts restores the transport and then the degradation of the
Pharmacological induction of ABCD2 could represent an fatty acids accumulated (15, 16). The modified HAIIEC3 cell
alternative therapeutic strategy for X-ALD patients. To develop  clones cultivated in the absence or presence of increasing doses
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FIGURE 6. B-Oxidation levels of '*C-C26:0 (A), C24:0 (B), and C22:6n-3 (C)
inclones 28.38 (WT ALDRP-EGFP) and 19.55 (D207H-ALDRP-EGFP) culti-
vated in the absence or presence of doxycycline (2 pg/ml). Results of 3
independent experiments performed in quadruplicate are presented nor-
malized to the result obtained in the absence of doxycycline taken equal to 1.
Statistically significant variations are indicated by asterisks (¥, p < 0.05).

of doxycycline were expected to represent different situations
in which the entry of specific substrates into the peroxisome is
altered. The induction of the WT ALDRP-EGFP protein was
expected to boost the entry of some fatty acids and their subse-
quent degradation and then trigger a decrease in the membrane
content for these substrates. On the contrary, induction of the
D207H-ALDRP-EGEP protein was expected not to modify the
fatty acid content of PL and serve as a control.

B-Oxidation levels of **C-labeled C26:0 and C24:0 were
found increased in doxycycline-treated cells expressing the WT
ALDRP-EGEFP fusion protein. Moreover, we found an inverse
correlation between the expression level of ALDRP-EGEP and
the fatty acid content in PL of VLCFA (C26:0, C24:0, C26:1, and
(24:1). These findings are consistent with the observed accu-
mulation of C26:0 and C24:0 in tissues rich in ALDRP in Abcd2

null mice (19, 29). Altogether, these results suggest a role of

ALDRP in the transport of these fatly acids and are in agree-
ment with the recognized partial functional redundancy
between ALDP and ALDRP toward these substrates.

8082 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY

ALDRP has been suggested to play a role in the transport of
other saturated and monounsaturated fatty acids such as C20:0,
€22:0, and C22:1 (19). The putative role of ALDRP toward
these fatty acids has been suggested from the observed accumu-
lation of such fatty acids in specific tissues (adrenals and sciatic
nerve) of Abcd2 null mice (19). In our experiments, we could
not evidence any changes in the content of these fatty acids.
This apparent contradiction could be explained by the short
time window (18 h) and by the fact that the doxycycline-depen-
dent variations of ALDRP-EGFP expression are probably not
sufficient to drastically change the overall catabolism of these
fatty acids. Indeed, LCFA are known to be mainly oxidized in
mitochondria. Moreover, our experiments were performed in
hepatoma cell models. In the liver of Abcd2 null mice, a modi-
fication of the level of these fatty acids was observed only after a
12-month specific diet (19). Altogether, our results do not evi-
dence arole of ALDRP in the transport of saturated and mono-
unsaturated LCFA but do not exclude such a role.

Concerning PUFA, the analysis of the n-3 and »#-6 PUFA
content in PL did not show any variation depending on the
expression level of ALDRP-EGFP. However, B-oxidation assays
with radiolabeled DHA showed that ALDRP is involved in the
transport of DHA. Induction of ALDRP-EGEP resulted in a
significant increase of the B-oxidation level of DHA. PUFA con-
tent in cells is highly regulated and depends on complex meta-
bolic pathways. Its synthesis from C18:3#-3 requires elonga-
tion/desaturation steps and one final cycle of peroxisomal
B-oxidation, which forms DHA from its immediate precursor
C24:6m-3 (30, 31). DHA is also B-oxidized in the peroxisome.
Although ALDP is clearly not involved in DHA metabolism
because there is no deliciency in DHA in X-ALD patients,
ALDRP-EGEFP could participate in the entry of DHA. This
would fit with the fact that the hepatic expression of ALDRP is
highly sensitive toward dietary PUFA (32). Moreover ALDRP
was recently suspected to participate in the entry of C24:6n-3
(the immediate precursor of DHA) into the peroxisome as sug-
gested from Abcd2 null mice (19). This dual involvement of
ALDRP in the synthesis and degradation of DHA would explain
in part the apparent discrepancy between the resulls from
B-oxidation assays and GC-MS analysis in PL. Further explora-
tions of the role of ALDRP in -3 and n-6 PUFA metabolism are
required but depend on the availability of radiolabeled fatty
acids.

The cell clone expressing a mutated ALDRP-EGFP fusion
protein was first used to validate the results obtained with the
cell clone expressing the WT ALDRP-EGFP fusion protein.
The direct correlation between the level of C26:0 and C26:1 in
PL and the expression level of the D207H-ALDRP-EGFP fusion
protein demonstrated a transdominant-negative effect of the
mutant protein. This effect was also found in B-oxidation assays
as a decreased B-oxidation activity of C26:0 was observed upon
induction of D207H-ALDRP-EGFP. Duolink and coimmu-
noprecipitation experiments have evidenced interactions
between D207H-ALDRP-EGFP and ALDP. The formation of
a non-functional heterodimer D207H-ALDRP-EGFP/ALDP
would deprive the cell of functional ALDP/ALDP homodimers
and then result in the accumulation of C26:0 and C26:1 mim-
icking a deficiency on ALDP. Surprisingly, we did not observe
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such a transdominant-negative effect on the ALDP function
toward C24:0. The deprivation in functional ALDP/ALDP
homodimers is maybe insufficient to see an accumulation in
our cell model concerning this fatty acid. There are currently no
clear data about differences in affinity toward C24:0 and C26:0
and/or transport efficiency, which could help to clarify this
point. Altogether, we can conclude that D207H-ALDRP-EGFP
has a transdominant-negative effect on ALDP function. This is
the first demonstration that heterodimerization of peroxisomal
half-transporters has functional consequences.

Thistransdominant-negative effect raises several points. The
first one concerns therapeutic approaches aimed at overex-
pressing the ABCD2 gene to compensate for ALDP deficiency.
In the absence of the ALDP protein, this strategy remains per-
tinent. However, in patients in whom a non-functional ALDP is
still present and capable to dimerize, pharmacological induc-
tion of the ALDRP expression would possibly result in the for-
mation of a majority of non-functional heterodimers. Because a
transdominant-negative effect of a mutated ALDP on ALDP
function has already been demonstrated (25), one can speculate
if restoring expression of ALDP in patients expressing a non-
functional ALDP protein still able to dimerize would allow
compensation for ALDP deficiency. Indeed, the successful
results of gene therapy were recently obtained concerned two
patients having an ABCDI gene mutation resulting in the
absence of ALDP (33). A second point concerns the clear dem-
onstration of the existence of heterodimers and their apparent
specificity toward fatty acids substrates. Although the induc-
tion of the WT ALDRP-EGEP protein increases the 3-oxida-
tion of C26:0, C24:0, and C22:61-3, and results in a decreased
content of C26:0, C24:0, C26:1, and C24:1 in PL, the induction
ofthe mutant ALDRP-EGFP protein has consequences only for
C26:0 and C26:1. This would mean that ALDRP/ALDP het-
erodimers present a preferential substrate specificity toward
C26:0 and C26:1, which would be different and more restricted
than that of ALDP/ALDP or ALDRP/ALDRP homodimers.
ALDP/ALDP homodimers would be dedicated to the transport
of saturated and monounsaturated VLCFA (C26:0, C24:0,
C26:1,and C24:1). ALDRP/ALDRP homodimers would be able
to transport the same fatty acyl-CoA and be specifically dedi-
cated tothe transport of PUTA. During submission of this man-
uscript, functional complementation experiments in the yeast
pxal/pxa2A mutant with either ABCD! or ABCDZ2 human
genes were published (34). The main conclusions of this study
conducted with a different experimental approach are in agree-
ment with our conclusions. They confirmed the substrate spec-
ificity overlap between ALDP and ALDRP and demonstrated a
preference of ALDP for saturated VLCFA (C24:0 and C26:0)
and a preference of ALDRP for C22:0 and #-3 PUFA. In agree-
ment with our results, a specific role of ALDRP in C22:6 5-0x-
idation was evidenced.

Even if our results together with lessons from Abcdl and
Abced2 null mice are in agreement with the different hypotheses
concerning the substrate specificity of homo- and het-
erodimers, such a model of transport remains speculative. Fur-
ther studies will be needed to clarify the role of each dimer and
see if alternative dimerization depends only on relative stoichi-
ometry or is driven by the substrates.
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Lors de ma these, j’ai travaillé sur la caractérisation fonctionnelle d’ABCD2 et plus
généralement des transporteurs ABCD peroxysomaux, en étudiant dattieiiagencement
dimérique et la fonction de ces transporteurs. L’objectif de ce travail était de déterminer quels
substrats sont pris en charge et par quels diméresiginalit¢ du projet reposait sur
I’utilisation de constructions plasmidiques codant pour des dimeéres chimériques de demi-
transporteurs ABCD peroxysomaux. Un transporteur chimérique entier correspond donc a
I’enchainement covalent de 2 demi-transporteurs (ABCD2-ABCD1, ABCD2-ABCD?2,
ABCD1-ABCDI...), liés via 3 acides aminés (alanine) (Figure 3).

Dimere chimeérique: ABCD2esABCD1 ABCD2eee ABCD2

Substrat: X? z?

9

cytosol

peroxysome

v
X y4
N B-oxydation v

Figure 31 : Transporteurs chimériques entiers a la membrane peroxysomale.

Deux demi-transporteurs ABC peroxysomaux sont liés de maniére covalente via 3 résidus alanine
(représentés en rouge sur la figure). Sur le modéle des demi-transporteurs ABC White, Brown e
Scarlett présents chez la Drosophile, les transporteurs ABC peroxysomaux pourraientiadteresat

s homo- et s hétéro-dimériser et ainsi permettre |'importation de différents substrats selon les dimeres

formés. Ains en présence d’un transporteur chimérique a la membrane du peroxysome, le substrat (X

ou Z...) serait transporté, et un test de f-oxydation nous permettra indirectement de définir le type de
substrat qui a été pris en charge par le transporteur chimérique.

Les protéines chimériques avaient déja été expérimentées avec 1’homodimérisation forcée
d’ABCG?2, un demi-transporteur ABC impliqué notamment dans la résistance multiple aux
drogues.D’aprés les travaux publiés en 2005 (Bhatiaet al. 2005), la fusion directe de deux
séquences d’ADNc d’ABCG2 au sein d’'une méme séquence nucléotidique, n’entrave ni la
formation du dimére chimérique produit, ni son adressage membranaire, ni sa fonctionnalité.
Le dimere chimérique ABCG2-ABCG2 ainsi obtenu est donc supposé avoir une conformation
correcte. De plus, ’ajout d’une séquence de liaison (« linker region» correspondant a la

séquencé&®aaad® retrouvée dans le transporteur entier ABCB1, entre le NBD1 et le TMD2
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entre les deux demiansporteurs n’a pas été nécessaire pour obtenir un dimére chimérique

ABCG2-ABCG2 fonctionnel.

C’est en se basant sur ces observations que le projet a été lancé. Etant donné que 1’insertion

d’une séquence de liaison entre les deux demiransporteurs n’est pas nécessaire a la bonne
conformation du transporteur entier chimérique ABCG2-ABCG2, les deux demi-transporteurs
ABCD covalemment liés seront seulement séparés de 3 acides aminés neutres (alanine). Les 3
résidus insérés entre les deux demi-transporteurs correspondent en fait au site de restriction
faisant la jonction entre les deux séquences nucléotidiques ABCD a cloner dans les vecteurs
(Figure 32). Ces transporteurs chimériques entiers ont été surexprimés par transfection

transitoire dans deux modeles cellulaires différents :

- des fibroblastes cutanés issus d’un patient atteint d’X-ALD et totalement déficients en
transporteur ABCD1,
- des levures mutantes, déficientes pour les deux transporteurs ABC peroxysomaux
Pxal et Pxa2, orthologues d’ABCDI.
La capacité des différents transporteurs entiers chimériques a transporter différents AGTLC
radiomarqués a été évaluée de maniére indirecte, soit par mesure de -oxydation, soit en

analysant la quantité d’AGTLC accumulée dans les lipides membranaires.

NotI ABCD2

CG GCC GCA ATG ATA ...

p T A A A M T

|

. . P L JL ]
Partie du dimére Y T

chimérique ABCD1-ABCD2 : N-terminale C-terminale

Figure 32: Dimere chimérique ABCD1-ABCD?2.

Les deux demi-transporteurs ABCD1 et ABCD2 sont covalemment liés par 3 acides aminés alanine
qui correspondent au site de restriction faisant la jonction entre les deux séquetEstidiques
ABCD1 et ABCD2 clonées dans le vecteur (ici pcDNAR.1(-
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l. ANALYSE STRUCTURE/FONCTION DANS DES FIBROBLASTES CUTANES
ISSUS D’UN PATIENT ATTEINT D’X-ALD, VIA L’UTILISATION DE
TRANSPORTEURS ENTIERS CHIMERIQUES
La lignée de fibroblastes cutanés issue d’un patient masculin 4gé de 32 ans atteint d’X-ALD
et présentant le phénotype AMN (Coriell, # GM17819), est totalement déficiente en
transporteur ABCD1. Des analyses par Southern-blot ont montré que chez le patient donneur,
le géneABCD1présente une délétion des exons 8 a 10. En lien avec la déficience d’ABCDJ,
ces cellules présentent une diminution deflaxydation peroxysomale des AGTLC et
accumulent des AGTLC saturés (C26:0 et C24:0) dans leurs membranes. Les fibroblastes X-
ALD expriment ABCD2 a un tres faible niveau, tandis qu’ABCD3 est relativement bien

exprimeé.

I.1. Création des plasmides codant des transporteurs ABCD entiers chimériques

Plusieurs personnes sont intervenues dans la création des plasmides, dont Soéli Charbonnier,
étudiante en Master EPHE, et le Dr Catherine Gondcaille. Dans un premier tesps, le
séquences ADNc d’ABCDJ], ABCD2 et ABCD3 de rat, ont été amplifiees par PCR puis
clonées dans le plasmide pGemTeasy, avant d’étre vérifiées par séquengage. Lors de cette

étape d’amplification, des sites de restriction ont été ajoutés de part et d’autre de chaque
séquence afin de permettre leur clonage directionnel dans les vecteurs d’expression. Les
constructions plasmidiques permettant I’expression des transporteurs chimériques entiers, ont

¢été réalisées dans deux vecteurs d’expression en systéme eucaryote : le pcDNA3.1(-) et le
PEGFPN3. Ce dernier permet la synthése de dimeres chimériques fusibiii&sFP a leur
extrémité C-terminal ce qui permet de détecter I’homodimére ABCD2 en immunoblot

méme en absence d’anticorps dirigé contre la protéine ABCD2. Les jonctions entre les
partenaires ont été veérifiées par séquencage et la capacité des constructions a permettre
I’expression d’une protéine chimérique a été évaluée par traduction in vitro (résultats non
montrés). La Figure33 illustre la stratégie de construction du plasmidBCDI1N-
ABCD2CpcDNA3.1(-), codant le transporteur chimérique entier ABCD1-ABCD2. Une
stratégie similaire a été utilisée pour toutes les auwasructions plasmidiques, qu’elles

soient intégrées dans le vecteur d’expression pcDNA3.1(-) ou pEGFP-N3. Les constructions

plasmidiques achevées sont recensées dans le Tableau 6.
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Sal 1 Not 1
>
Digestion IN-pGemTeasy
Sall/ Notl Xhol Not1
Sal I Not T
P ABCDIN pcDNA3.1(-)
\ Ligation /
Sall NotI NotI BamHI
B ABCDIN BamHI
1N-pcDNA3.1(-) 2C-pGemTeasy
‘L Digestion Notl/ BamHI ‘L
Sall NotI NotT BamHI

P ABCDIN | BamHI ABCD2C -
1N-pcDNA3.1(-) /

\ Ligation

Sall NotI BamHI
P> ABCDIN ABCD2C

1N-2C-pcDNA3.1(-)

Figure 33 : Stratégie utilisée pour la construction du plasmide ABCD1N-ABCD2CpcDNA3.1(-),
codant le transporteur chimérique entier ABCD1-ABCD2.

La mention « ABCD1N » fait référence a la séquence ABCD1 codant le demi-transptuteansN-
terminal. La mention « ABCD2C » fait référence a la séquence ABCD2 codant le demi-tramsporteu
situé en C-terminal.

Demi-transporteur en position Vecteur d’expression
N-terminale C-terminale | pcDNA3.1(-) pEGFP.N3 I

ABCD1 ABCD1 IN-2C pcDNA3.1(-)

ABCD2 ABCD2 !

ABCD1 ABCD2

ABCD2 ABCD1

ABCD3 ABCD3

ABCD2 ABCD3 NS
-terminale C-terminale

ABCD3 ABCD2 N /!
Partie du transporteur

ABCD1 ABCD3 chimérique ABCD1-ABCD2

ABCD3 ABCD1

Tableau 6 : Constructions plasmidiques obtenues codant des transporteurs ABCD chimériques
entiers, disponibles dans les vecteurs d’expression pcDNA3.1(-) et pEGFP-N3.
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Parmi les constructions codant les différents diméres chimériques, il ne manque a 1’heure
actuelle que deux constructiongne codant I’homodimére ABCD3 fusionné a I’EGFP, et

I’autre codant I’hétérodimére ABCD1-ABCD3 fusionné a ’EGFP. En plus des séquences
nucléotidiques codant les transporteurs ABCD chimériques entiers, les séquences
nucléotidiques codant les demi-transporteurs seuls (ABCD1, ABCD2 et ABCD3), ont été
clonées dans les vecteurs d’expression pcDNA3.1(-) et pPEGFP-N3. Parmi ces constructions, il

ne nous manque que la séquence codant ABCD3, clonée dans le pEGFP-N3.

[.2. Mise au point des conditions de transfection deshiroblastes cutanés issus d’un
patient atteint d’X-ALD

Lors de I’étude sur le lien entre structure et fonction des transporteurs ABCD peroxysomaux,

les transporteurs chimériques entiers ont été surexprimés par transfection transitoire dans des
fibroblastescutanés issus d’un patient atteint d’X-ALD. La transfection de ces cellules avec

les agents de transfections classiques (ExGen500, Lipofectahiif@0) s’est révélée étre
inefficace et il nous a fallu avoir recours & la technologie "AMaxislucleofectof™"

commercialisée par la société Lonza.

La premiére mise au point des conditions de transfection des fibroblastes concerne la quantité
d’ADN utilisée pour transfecter les cellules. Lors du test, les cellules ont été transfectées avec

0 (contréle négatif), 2 ou 3 ug de plasmidBCD2N-ABCD2GEGFP-N3, codant le
transporteur chimérique ABCDRBCD?2 fusionné a I’EGFP. Les cellules ont été analysées

48 heures apres transfection par cytométrie en flux, en observant la fluorescence de I’EGFP

(Figure 34. Le test révele que 1'utilisation de 2 pg d’ADN pour transfecter 500 000 cellules,

est un bon compromis entre efficacité de transfection et faible mortalité cellulaire (Figure 34)

La deuxieme mise au point des conditions de transfection des fibroblastes X-ALD concerne le

programme utilisé¢ lors de la transfection. En effet, ’appareil servant a transfecter les cellules

propose deux programmes : le programme P-022 qui favorise la viabilité cellulaire et le

programme U-023 qui favorise la transfection cellulaire. Lors du test, les fibroblastes ont

donc été transfectés par 2 pg de plasmide codant le transporteur chimérique ABCD2-ABCD2

fusionné a I’EGFP, soit avec le programme P-022 (Figure 35A), soit avec le programme U-

023 (Figure 35B). Les cellules ont été analysées 64 heures aprés transfection parieytomé

en flux, en observant la fluorescence de ’EGFP. Ces 64 heures correspondent au délai entre

la transfection des cellules et le moment ou la fonction des protéines chimériques sera testée.
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Ce délai de 64 heures nous a été recommandé par le Pr Ronald Wanders (Amsterdam, Pays
Bas) qui lors d’une étude sur la fonction d’ABCDI1 et d’ABCD2 dans des fibroblastes X-
ALD, a également utilisé le systtme Amaxa. Le test révele que le programme U-023 présente

un bon compromis entre efficacité de transfection et mortalité cellulaire (Figure 35).

100
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. transfectés par 0 ug transfectés par 2 ug
M de plasmide - de plasmide
80 b | 80
f . transfectés par 0 ug
5 | == non transfectés 9 de plasmide
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FL1-EGFP FL1-EGFP

Figure 34 : Mise au point de la quantité de plasmide a utiliser lors de la transfectiorbdsdestes
X-ALD par les différents plasmides codant un transporteur ABCD chimérique entier.

Les cellules sont transfectées par 0 pg (contréle négatif) (A) ou 2 ug (B) de plasduaddée leo
protéine chimérique ABCD2BCD? liée a I’EGFP. Apreés 48 heures de transfection, la fluorescence
EGFP des cellules est mesurée par cytométrie en flux.
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Figure 35 : Choix du programme a utiliser lors de la transfection des fibroblastes X-ALDnpar

plasmide codant un transporteur ABGntier, avec ['appareil Amaxa.

Lors du test, les cellules ont été transfectées par 2 pg de plasmide codant la protéinegadimeri
ABCD2ABCD?2 fusionnée a I’EGFP, soit avec le programme P-022 (A) qui favorise la viabilité
cellulaire, soit avec le programme U-023 (B) qui favorise la transfection des ceyiess 64 heures

de transfection, la fluorescence EGFP des cellules est mesurée par cytométrie en flux.

A la suite de ces deux mises au point, nous avons donc décidé de transfecter nos fibroblastes

par 2 g de plasmide, avec le programme U-023.
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|.3. Analyse de la p-oxydation peroxysomale des AGTLC

La capacité d’un transporteur ABCD entier chimérique a prendre en charge un AGTLC sera
étudiée via la mesure de B-oxydation de cet AGTLC radiomarqué, dans les cellules
transfectées. Autrement dit, si I’AGTLC radiomarqué est substrat du transporteur ABCD
entier chimérique, il devrait s’accumuler dans le peroxysome, et donc nous devrions observer

une augmentation de sa B-oxydation dans les cellules transfectées.

Mais avant de cribler un ensemble de substrats potentiels (AGTLC saturés, mono- ou poly-
insaturés, branchés ou encore hydroxylés), plusieurs points doivent étre vérifiés (Figure 36).

En effet, il faut avant tout s’assurer :

- De la présence de la protéine chimérique produite dans les cellules,
- De la localisation peroxysomale de la protéine chimérique,

- Et enfin, de la fonctionnalité de la protéine chimérique.

ABCD  ABCD EGFP ABCD  ABCD

I < I
PEGFP-N3 od PcDNA3.1(-)
Transfection
(Amaxa)

/ Fibroblastes X-ALD
| \

64 heures aprés transfection

Y
Localisation peroxysomale Présence de la protéine
de la protéine chimérique chimérique
(Imagerie confocale) (immunoblot a partir des lysats)
v

Etude de la fonctionnalité du
transporteur entier chimérique
(B-Oxydation C,¢., radiomarqué)

Figure 36 : Stratégie de validation de la fonctionnalité des transporteurs ABCD entier&ricjies,
couplés ou non a I’EGFP, dans les fibroblastes cutanés déficients en ABCD1.
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1.3.1. Présence des protéines chimérigues

Seuls les monomeres et les homodimeéres impliquant ABCD1 et ABCD2 fusionnés a I’EGFP,

ont pu étre détectés en immunoblot avec 1’anticorps anti-GFP (Figur87). Leur synthese
semble correcte puisque leur masse moléculaire apparente coincidait approximativement avec
leur masse moléculairénéorique. On peut remarquer que les niveaux d’expression des

monomeres sont plus importants que les niveaux d’expression des homodimeres.

Fibroblastes :

WT  X-ALD oY
W
S S
O WK
Plasmide : 2 9@ ?‘QQ/O VQ‘OO
o <A BCD2-ABCD2-
150 kDa- EGFP (190 kDa)
100 kDa- s € ABCD2-EGFP
(110 kDa)
X-ALD &
W©
e O
O WS
Plasmide : QQ’ Q<<’
< ABCD1-ABCD1-
150 kDa= EGFP (190 kDa)
| co— <
100 kDa—| < ABCD1-EGFP

(110 kDa)

Figure 37 : Vérification de la présence des transporteurs ABCD entiers chimériqudss et
transporteurs ABCDI et ABCD2, fusionnés a I’EGFP aprés transfection transitoire des fibroblastes
X-ALD.

Les fibroblastes cutanés issus d'un patient atteint d’X-ALD ont été transfectés avec un des plasmides
suivant : ABCD2pEGFP-N3, ABCD2-ABCD2pEGFP-N3, ABCD1pEGFP-N3 ou ABCD1-
ABCD1pEGFP-N3. Apres transfection, les lysats cellulaires sont déposés sur SDS-PAGE pui
analysés en immunoblot avec [’anticorps anti-GFP. En plus des différents lysats de fibroblastes
transfectés, sont également analysés le lysat de fibroblastes « Wild-Type » (Wiihrebtstes X-

ALD non transfectés.

Etant donné que les protéines chimériques proviennent d’un enchainement forcé de deux
demi4ransporteurs, il est tout a fait possible qu’elles présentent une conformation anormale.

Un probleme de repliement pourrait entrainer leur dégradation par le protéasome, ce qui
expliquerait que la quantité de diméres chimériques soit moins importante (voire nulle) dans
les cellules transfectées, que la quantité de monomeéres. Afin d’optimiser la synthese des

protéines chimériques, nous avons décidé d’abaisser la température de culture des cellules (de
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37°C a 30°C), pour donner plus de temps aux protéines de se replier correctement et passer
ainsi le systéme controle qualité. D’aprés une publication récente, cette méthode permet
d’améliorer 1’expression de la protéine ABCDI mutée dans des fibroblastes cutanés issus

d’un patient atteint d’X-ALD et de restaurer sa fonctionnalité (Zhaegal. 2011) Nos

résultats montrent que la culture des fibroblastes a 30°C au lieu de 37°C aprés transfection
permet d’augmenter le niveau d’expression d’un facteur 4 a 5 des homodimeéres chimériques

(Figure 38). Cela signifie que les homodiméres chimériques ABCD1-ABCD1-EGFP et
ABCD2-ABCD2-EGFP rencontrent des problémes pour se replier correctement et qu’ils

doivent étre rejetés par le systéme contrle qualité de la cellule. En revanche, un réel
probléeme se pose pour les hétérodimetamériques dont 1’expression n’est pas visualisée

par Western-Blot méme lorsque les cellules sont cultivées a 30°C (Figure 38). Toutefois, il
faut noter que les hétaliméres chimériques s’expriment dans la majorité des fibroblastes
transfectés, mais a un trés faible niveau. Seules quelques cellules expriment les hétérodimeres

chimériques a un niveau élevé (Figure¢.39

e o o >

Y QD Y QO
,?“ /v /?* ’v

v N v "
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S ——— — o — S Hsc70
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Figure 38 : Influence de la température de culture des fibroblastes X-ALD aprées trimmsfeat le
niveau d’expression des dimeéres chimérigues produits dans les cellules.

Des fibroblaste cutanés issus d’un patient atteint d’X-ALD ont été transfectés avec différentes
constructions plasmidiques codant les différents transporteurs ABCD entiers chiméugjaesds a
I’EGFP. Apreés transfection, les lysats cellulaires sont déposés sur SDS-PAGE puis analysés en
immunoblot avec [’anticorps anti-ABCD2 (A) ou avec I’anticorps anti-ABCD1 (B). La révélation de la
protéine Hsc70 dans les lysats cellulaires sert a normaliser la quantité de pratéhesée dans
chaque piste.

1.3.2. Localisation peroxysomale des protéines chimérigues.

La localisation peroxysomale des protéines chimériques est vérifiée par colocalisation avec la

catalase, une protéine de la matrice peroxysomale, par microscopie confocale (Bigure 39

122



RESULTATS
CHAP 3 : LIEN ENTRE AGENCEMENT DIMERIQUE ET FONCTION

Signal EGFP Signal IF Superposition

Figure 39: Vérification de la localisation peroxysomale des transporteurs ABCD entiers chiregri

et d’ABCDI, fusionnés a I’EGFP, dans des fibroblastes X-ALD transfectés de maniére transitoire.

Le signal EGFP correspond a la fluorescence des protéines de fusion (transporteurs ABCD entier
chimériques ou transporteurs ABCDI, fusionnés a I’EGFP), tandis que le signal IF correspond a
Uimmunomarquage de la catalase (anticorps secondaire couplé a I’Alexa 594). La localisation

peroxysomale des transporteurs est validée par I’apparition d’'un marquage ponctué jaune apres
superposition des deux signaux obtenus en microscopie confocale (objectif 63x).
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Les résultats obtenus sont cohérents avec ceux obtenus précédemment en immunoblot : les
niveaux d’expression des transporteurs chimériques sont trés variables. En effet, les deux
homodiméres sont relativement bien exprimés, tandis que les hétérodimeres ABCD1-ABCD2
et ABCD2-ABCD1 sont trés peu exprimés dans les fibroblastes. Comme les homodiméres, les
monomeres ABCD1 et ABCD2 fusionnés a I’EGFP sont bien exprimés. Au final, quel que

soit leur niveau d’expression, toutes les protéines fusionnées a I’EGFP (dimeres forcés ou

monomeres) sont correctement localisées dans la membrane peroxysomale.

1.3.3. Fonctionnalité des protéines chimériques

La fonctionnalité des transporteurs ABCD chimériques entiers a été vérifiée par une étude de
complémentation. En effet, les demi-transporteurs ABCD peroxysomaux ne présentent pas
une spécificité de substrat stricte et ils sont fonctionnellement redondants. Dans les
fibroblastes X-ALD, la fonctionnalité des transporteurs chimériques est étudiée via leur
capacité a remplacer fonctionnellement le transporteur ABCD1. On cherche a vérifier si les
protéines chimériques s capables de restaurer la B-oxydation peroxysomale du C26:0
(Figure 40.

ABCD2-ABCD2-EGFP
ABCD1-ABCD1-EGFP
ABCD2-EGFP
ABCD1-EGFP

X-ALD

WT

0 20 40 60 80 100

B-oxydation C26:0 (%)

Figure 40: Etude de complémentation fonctionnelle réalisée sur un modele de fibroblastes cutanés
issus de patients atteints d’X-ALD (cellules déficientes en ABCD1).

Les fibroblastes sont transfectés de fagcon transitoire par un plasmide codant soitmin de
transporteur, ABCD1 ou ABCD2 (protéines contrbles, fusionnées a la protéine EGFP), soit
[’homodimere chimériqgue ABCD1 ou ABCD?2, fusionné a la protéine EGFP. La fonctionnalité des
transporteurs est ensuite vérifiée par mesure giedaydation du C26:0.

Au niveau fonctionnel, nos expériences mettent en évidence que le demi-transporteur ABCD1
fusionné a la protéine EGFP ne restaure pas entierem@riixadation du C26:0 dans les

fibroblastes X-ALD. Ce probléme pourrait tout simplement venir du fait que seuls 60 a 80%
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des cellules sont transfectées. Le demi-transporteur ABCD2-EGFP restaure partiellement la
B-oxydation du C26:0 dans les fibroblastesAKD, au méme niveau que 1’homodimeére
ABCD2-ABCD2-EGFP. Ceci suggere que I’homodimere chimérique ABCD2-ABCD2-EGFP

est fonctionnel dans les fibroblastes X-ALD. En revanche, de maniére tout a fait inattendue,
I’homodimeére chimérique ABCD1-ABCD1-EGFP ne restaure pas du tout la B-oxydation du

C26:0 dans les fibroblastes déficientsABICD1 Pourtant la protéine est bien exprimée dans

les cellules et elle est correctement localisée.

Les points validés au cours de 1’étude de la fonctionnalité des transporteurs ABCD entiers

chimérigues, sont répertoriés dans le Tableau 7.

Immunoblot i?n?‘ggilz B_O)éijztion

D1-EGFP

D2-EGFP

D3-EGFP Plasmide non disponible
D2-D2-EGFP
D2-D1-EGFP Non testé Non testé
D2-D3-EGFP Plasmide non testé
D1-D1-EGFP %)
D1-D2-EGFP @ @
D1-D3-EGFP Plasmide non disponible
D3-D1-EGFP @ @
D3-D2-EGFP Plasmide non testé
D3-D3-EGFP Plasmide non disponible

Tableau 7: Etude de la fonctionnalité des transporteurs ABCD entiers chimériques et des
transporteurs ABCDI, 2 et 3, fusionnés a I’EGFP, dans des fibroblastes X-ALD.

La présence et la taille des protéines dans le lysat des cellules tranststtégaluée en immunoblot
avec un anticorps antirFP. La localisation peroxysomale des protéines fusionnées a I'’EGFP est
vérifiée par colocalisation avec la catalase (protéine peroxysomale) et observée en eémageri
confocale. Enfin, la fonctionnalité des protéines est estimée par une étude de complémentation de [-
oxydation du C26:0 dans les fibroblastes totalement déficients en ABCDL1.
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l.4. Analyse des AGTLC dans les phospholipides par GC/MS-NICI

La déconvenue obtenue avec la protéine chimérique ABCD1-ABEGEFR n’est pas la

seule qui est arrivée lors des mesures de B-oxydation du C26:0. En effet, nous avons rencontré
quelques soucis de reproductibilité d’une étude a ’autre, surtout au niveau de la B-oxydation

de base des fibroblastes non transfectés... Ces problémes nous ont alors amené a réaliser un

dosage du C26:0 contenu dans les lipides membranaires. En effet, les fibroblastes X-ALD
accumulent du C26:0 dans leurs membranes. La complémentation de la déficiaBeeDen

par un transporteur chimérique entier fonctionnel devrait permettre de diminuer, voire de
normaliser les taux de C266ntenu dans les lipides. Le dosage a été effectué par GC-MS sur

la plateforme de lipidomique de Dijon.

Dans cette étude, les fibroblastes ont été cultivés a 30°C apres transfection, afin d’améliorer la
synthése des protéines chimériques. En plus du dosage du C26:0 {E)qeoetenu dans les
phospholipides membranaires, nous avons fait doser le C24:0, le C26:1 et le C24:1. Ces
quatre AGTLC sont connus pour s’accumuler dans les tissus des patients atteints d’X-ALD.

Dans les graphiques, la quantité d’AGTLC est normalisée par rapport a la quantité de C22:0.

A B C D
1,6 - - 1,6 - 1,6 -
1,4 1,4 1,4
1,24 - 1,2 1,2 1
7
1,0 - ? : 1,0 - 1,04
0,8 1 g : 08 0,8 1
0,6 - a 3 0,6 1 0,6
0,4 - ? : 0,4 - 1 0,4 -
0,2 ? ; 0,2 0,2
0,0 - 0,0 - 10,0 -

C24:0/C22:0 C26:0/C22:0 C24:1/C22:0 C26:1/C22:0

[] « wild-Type » [l ABCD1-EGFP ABCD1-ABCD1-EGFP ABCD1-ABCD2-EGFP
B x-ALD B ABCD2-EGFP ABCD2-ABCD2-EGFP ABCD2-ABCD1-EGFP

Figure 41 : Etude de complémentation fonctionnelle réalisée sur un modele de fibroblastes cutanés
issus de patients atteints d’X-ALD (cellules déficientes en ABCD1).

Les fibroblastes X-ALD sont transfectés de facon transitoire par un plasmide codant sieitnies
transporteur ABCDI ou ABCD2, fusionnés a [’EGFP, soit les transporteurs ABCD entiers
chimériques ABCD1-ABCD1, ABCD2-ABCD2, ABCD1-ABCD2, ou ABCD2-ABCD1, fusionnés a
I’EGFP. La fonctionnalité des transporteurs est ensuite verifiee par dosage d’AGTLC saturés et
monoinsaturés, contenus dans les phospholipides membranaires. Ces résultats prélinmnaités o
obtenus a partir de trois expériences indépendantes pour chaque construction.
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Avant d’analyser les résultats présentés ci-dessus, il faut noter que ceux-ci ne sont pas
définitifs. En effet, ’expérience de complémentation fonctionnelle est en cours de répétition,

afin de soutenir les résultats obtenus a I’heure actuelle a partir de trois expériences
indépendantes pour chaque construction. De plus, les résultats ne sont pas normalisés par
rapport a I’efficacité de transfection des cellules. Ainsi, les effets observés sont probablement
sous-estimés car les cellules ne sont jamaisftr@des a 100 %. D’aprés 1’analyse des

cellules apres transfection par microscopie a fluorescence, les deux monomeres et les deux
homodiméres sont relativement bien exprimés, tandis que les hétérodimeres sont tres peu

exprimés dans les fibroblastes.

D’apres les résultats obtenus, la lignée cellulaire de fibroblastes issus d’un patient atteint d’X-

ALD accumule du C26:0, du C26:1 et du C24:1, dans ses lipides. En revanche,
I’accumulation de C24:0 est anormalement faible (voire nulle) par rapport aux fibroblastes

sains. Ainsi, il n’est pas surprenant de constater que les fibroblastes déficients en ABCD1 et
exprimant les diméres chimériques, présentent des quantités de C24:0 dans leurs lipides
proches des quantités observées pour les fibroblastes déficients non transfectés. Aucune
conclusion ne peut donc étre tirée quant a la fonctionnalité des protéines chimériques vis-a-vis
du C24:0.

Les cellules transfectées avec les monomeres ABCD1-EGFP ou ABCD2-EGFP présentent
une forte diminution de I’accumulation de C26:0 dans les lipides. Ces résultats coincident
parfaitement avec ceux obtenus par mesure de la B-oxydation du C26:0 dans les cellules
transfectées (Figure 40). En efféts monomeéres ABCD1 et ABCD2 fusionnées a ’EGFP
transportent du C26:0 dans le peroxysome des fibroblastes déficiekBCen (Figure 40 et

Figure 41), mais également du C24:0, du C26:1, et probablement du C24:1 (Fjgure 41

L’homodimeére ABCD2-ABCD2 fusionné a I’EGFP, permet également de diminuer
I’accumulation de C26:0 dans les fibroblastes déficients en ABCDJ1, mais de fagon moins
importante que le monomere ABCD2-EGFP (Figure 41). Ce résultat est en accord avec celui
obtenu précédemment par mesure de la B-oxydation du C26:0 dans les cellules transfectées
(Figure 40. L’homodimére ABCD2-ABCD2-EGFP permettrait d’importer le C26:0 dans le
peroxysome des fibroblastes déficients ABCD1 et par conséquent de restaurer sa f-
oxydation, et de diminuer son accumulation dans les cellules. En plus du C26:0, le
transporteur entier chimérique transporterait du C24:1 et du C26:1. La mesure de B-oxydation

du C26:0 dans les fibroblastes transfectésc I’homodimére ABCD1-ABCD1-EGFP ne
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nous a pas permis de conclure sur la fonctionnalité de la protéine chimérique (Figure 40). En
revanche, d’apres ces nouvelles expériences de complémentation fonctionnelle, I’homodimere
ABCD1-ABCD1-EGFP serait tout a fait fonctionnel et permettrait de diminuer
I’accumulation de C26:0 dans les fibroblastes déficients en ABCDJ1, mais de facon moins
importante que le monomeéere ABCD1-EGFP (Figure 41). En plus du C26:0, le transporteur
entier chimérique transporterait du C24:1 et du C26:1.

D’aprés les résultats obtenus, les deux hétérodimeéres semblent fonctionnels vis-a-vis du
C26:0 et du C26:1 (Figure 41). En effet, malgré une expression trés faible dans les cellules
transfectées, ils permettent tout de méme dendinil’accumulation de C26:0 et de C26:1

dans les fibroblastes issus de patients atteints d’X-ALD. En revanche, seul I’hétérodimére
ABCD1-ABCD2-EGFP serait capable de transporter du C24:1. Il faut tout de méme noter que
cette expérience est la premiere a démontrer que les demi-transporteurs ABCD1 et ABCD2
sont fonctionnels non seulement sous forme d’homodimeres, mais également

d’hétérodimeres.

Pour conclure, d’aprés les mesures de B-oxydation du C26:0 dans les fibroblastes X-ALD
transfectés et d’apres les dosages d’AGTLC dans les lipides, les transporteurs ABCDI et
ABCD?2 fusionnés a ’EGFP, ainsi que les transporteurs ABCD entiers chimériques seraient

fonctionnels.
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Il. ANALYSE STRUCTURE/FONCTION DANS UN MODELE DE LEVURES
MUTANTES, VIA L’UTILISATION DE TRANSPORTEURS ENTIERS
CHIMERIQUES

Durant 1’étude sur le lien structure / fonction des transporteurs ABCD peroxysomaux, les

transporteurs entiers chimériques ont non seulement été surexprimés dans des fibroblastes

humains déficients erABCD1 mais également dans un modele de levures mutantes,
déficientes pour les deux transporteurs ABC peroxysomaux Pxal et Pxa2. Ces levures
mutantes sont incapables d’importer des AGTLC (saturés, mono-€et poly-insaturés) dans leur
peroxysome et donc de Igsoxyder. Une caractéristique importante de ces levures est
qu’elles sont incapables de pousser sur un milieu contenant de I’oléate (C18:1). L’ensemble

du travail sur la levure a été réalisé par levim Roermund de 1’équipe du Pr Wanders

(Amsterdam, Pays Bas).

AG libres  Acyl-CoA
ADP + Pi + CoA

llliﬁl!{
0L

ﬁﬁ&n

Acyl-CoA
Figure 42 : Modéle de transport des AG a travers la membrane peroxysomale, chez la levure
S. cerevisiae.
L’importation des AG dans le peroxysome fait intervenir deux voies : les AG a chaine moyenne
franchissent librement la membrane peroxysomale et sont activés une fois dans le peroxysome par une
acyl-CoA synthétase (Faalp et/ou Fatpl). La deuxiéme voie permet d’importer les AGLC ou les
AGTLC. Elle fait intervenir les deux demi-transporteurs ABC peroxysomaux Pxal et Pxa2 qui
transportent I’AG débarrassé du CoA dans le peroxysome. L’AG est ensuite réactivé par la FaaZp
et/ou la Fatpl, avant d’étre métabolisé par f-oxydation. [Adapté de (van Roermund et al. 2012)]

Bien que les levuresonstituent un modeéle d’étude trés €loigné de I’Homme, elles présentent

un avantage certain par rapport aux cellules de mammiferes. En effet, chez la levure, le
peroxysome est le lieu unique de la B-oxydation des AG, contrairement aux cellules de
mammiféra ou la f-oxydation des AG a lieu dans le peroxysome et dans la mitochondrie. Le
transport des AG a travers la membrane peroxysomale suit deux voies différentes suivant la
taille de la chaine carbonée de I’AG (Figure 42 (van Roermuncet al. 2012). Pxal et Pxa2,
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qui sont deux demtransporteurs ABC peroxysomaux, orthologues d’ABCDI1, ABCD2 et
ABCD3, sont impliqués dank transport d’acyl-CoA aprés hétérodimérisation (Hettemia
al. 1996 Shaniet al. 1996).

Cette souche de levure mutante, déficiente pour les deux transporteurs peroxysomaux Pxal et
Pxa2, a déja été utilisée lors de précédentes études sur la recherche de substrat spécifiques
d’ABCDI1 et d’ABCD2 humaines. La surexpression du transporteur ABCD1 chez les levures

mutantes permet de restaurer leur croissance sur un milieu contenant de 1’oléate et permet
également de restaurer particllement la -oxydation du C22:0 (van Roermuratd al. 2008)

Cette étude a donc permis de montrer que la protéine ABCD1 humaine est tout a fait
fonctionnelle chez la levure, et surtout, que le transporteur ABCD1 est fonctionnel sous forme
d’homodimeére, ce qui est un point tout a fait intéressant pour nous... D’aprés une seconde

étude, la surexpression du transporteur ABCD2 chez les levures mutantes permet également
de reverser leur phénotype (van Roermutdal. 2011). Ainsi, tout comme la protéine
ABCD1 humaine, ABCD2 est fonctionnelle chez la levure, sous forme homodimérique. De
plus, ces études chez la levure ont permis d’attribuer aux deux transporteurs ABCD
peroxysomaux des spécificités de substrats. Ainsi, d’aprés des mesures de P-oxydation
d’AGTLC radiomarqués chez les levures transfectées, ABCD2 transporterait
préférentiellement des AGTLC insaturés et ABCD1 des AGTLC saturés.

C’est en se basant sur ces travaux que notre projet s’est construit. L’objectif était de
surexprimer les transporteurs ABCD chimériques entiers dans les levures défimigrrad

et Pxa2 pour ensuite tester la f-oxydation de différents AGTLC radiomarqués et déterminer
quels substrats sont pris en charge par quels dimMuoestravail a concerné 1’élaboration des
constructions plasmidiques codant les transporteurs chimériques, tandis que le Dr van
Roermund a réalisé la transfection des levures déficientBgal et Pxa2et les mesures de

[-oxydation.

[I.1. Création des transporteurs ABCD entiers chimériques

A la différence des constructions plasmidiques codant les transporteurs entiers chimériques
utilisés en transfection dans des fibroblastes humains, les constructions plasmidiques utilisés
chez la levure ont été élaborées dans le vecteur d’expression pEL30. Ce vecteur nous a été
fourni par le Dr van Roermund qualutilisé lors de ses précédentes études chez la levure. La

stratégie que j’ai suivie pour €laborer les constructions plasmidiques dans le vecteur pEL30
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était relativement élémentaire. Les séquences nucléotidiques codant un transporteur entier,

clonées dans le vecteur pcDNA3.1(-) ont été transférées dans le vecteur pEL30.

L’objectif était d’exprimer des protéines de rat chez la levure tout en sachant que la fréquence

d’usage des codons chez le rat est tres différente de chez la levure et que cette différence

notable peut entrainer des difficultés d’expression du transgéne. Il a donc été décidé de

procéder a une optimisation de plusieurs codons. D’aprés la fréquence d’utilisation des

codons chez la levure, présentée en partie dans le Tableau 8, ce sont surtout trois codons rares
codant pour ’arginine et deux codant pour la leucine, qui sont susceptible de poser probléme.

La solution pour permettre une bonne expression de nos protéines chimériques de rat chez la
levure, consiste a optimiser les séquences codantes, c¢’est-a-dire remplacer les codons rares

par des codons fréquents d’usage, par mutagénese dirigée.

CUUL 013  CCUP 031  CAUH 064  CGUR 0.5
CUCL 006 CCCP 015 CACH 036  CGCR 006
CUAL 0.14 CCAP 042 CAAQ 069 CGAR  0.07 Croadrzgs
CUGL 011  CCGP 012  CAGQ 031  CGGR 004
AUUI 046  ACUT 035  AAUN 059  AGUS 0.16
AUCI 026  ACCT 021  AACN 041  AGCS 011
AUA|I 027  ACAT 030  AAAK 058 _@fr%zizrr‘] ;
AUGM 1.0 ACGT 014  AAGK 042  AGGR 021

Tableau & Fréquence d ' utilisation des codons chez la levure

Sur les conseils du Dr van Roermund, nous avons optimisé la séquence nucléotidique codant
la protéine ABCD1 de rat, en remplacds codons rares par des codons d’usage fréquent.

D’apres son expérience avec la protéine ABCDI1 humaine, il suffisait d’optimiser les onze
premiers codons de la séquence nucléotidique pour permettre une bonne expression du
transgéne (van Roermuret al. 2008). Les codons qui ont été optimisés sur la séquence

nucléotidique codant la protéine ABCD1 de rat, sont présentés dans le Tableau 9.

Séquence ADNCc
d’ABCD1 de rat
Fréquence d’utilisation
des codons

Codons optimisés CCA GTT TIG TCT AGA AGA
Fréquence d’utilisation
des codons
Acides aminés codés M P Vv L S T P S R P S R

ATG CCG GTA CTC TCC ACT CCC TCC CGG CCC TCG CGG

0.12 0.21 0.06 0.16 0.04 0.04

0.42 0.39 0.29 0.26 0.48 0.48

Tableau 9 Présentation des douze premiers codons de la séquence ADNc d’ABCDI de rat et de leur
fréquence dutilisation chez la levure.

Parmi ces douze codons, six ont d0 étre optimisés afin de permettre une bonne expression de la
protéine ABCDL1 chez la levure.
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D’aprés un logiciel d’analyse de la fréquence d’usage des codons (http://gcua.schoedl.dglla

protéine ABCD2 de rat présente peu de codons rares en son début (Figure 43). De plus,
d’apres I’expérience du Dr van Roermund, il n’y a pas de soucis d’expression de la protéine
ABCD2 humaine chez la levure. Pour ces raisons, nous avons choisi de ne pas optimiser la
séquence nucléotidiguodant la protéine ABCD2 de rat, avant de I’exprimer dans le systéme

de levure.
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Figure 43: Analyse de la fréquence d’usage chez la levure, des 16 premiers codons des séquences
nucléotidiques codant les protéines ABCD1 (A) et ABCD2 (B), de rat.

Les codons indiqués en rouge présentent un pourcentage d utilisation chez la levure inférieur a
10%. {ttp://gcua.schoedl.dpe/

Les constructions plasmidiques achevées sont recensées dans le Tableau 10. En plus des
séquences nucléotidiques codant les transporteurs ABCD entiers, j’ai ¢galement cloné les
séquences nucléotidiques codant les transporteurs ABCD1 et ABCD2 de rat, dans le vecteur

d’expression pEL30.

Demi-transporteur en position I
1N-2CipEL30
N-terminale C-terminale | Plasmide :
Séquence
optimisée
ABCD1 ABCD1 ;
ABCD2 ABCD2 i
ABCD1 ABCD2 t ,
pEL30 T ™
ABCD2 ABCD1 N-terminale C-terminale
ABCD3 ABCD3 A %
Partie du transporteur
ABCD2 ABCD3 chimérique ABCD1-ABCD2

Tableau 10 Constructions plasmidiques codant des transporteurs ABCD chimériques entiers,
disponibles dan& vecteur d’expression pEL30.

Les séquences nucléotidiqgues codant un transporteur ABCD entier avec la protéine ABCD1 e
position N-terminale, ont da étre optimisées afin de permettre une bonne expression de la protéin
chimérique de rat chez la levure.
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I1.2. Analyse de la -oxydation peroxysomale des AGTLC

Avant de commencer les tests de substrats potentiels des dimeres chimériques par mesure de
B-oxydation, il fallait s’assurer de la fonctionnalité¢ des transporteurs ABCD entiers chez la

levure, par une étude de complémentation. En effet, les demi-transporteurs ABCD
peroxysomaux ne présentent pas une spécificité de substrat stricte et ils sont
fonctionnellement redondants. Chez les levures, 1’objectif est d’observer si les chiméres sont
capables de complémenter fonctionnellement la déficiend&ahet Pxa2 en restaurant la
croissance des levures sur un milieu contenant de 1’oléate et en restaurant la 3-oxydation du

C22:0. 11 faut noter que chez I’Homme, la -oxydation du C22:0 a essentiellement lieu dans la
mitochondrie. D’ailleurs, les patients atteints d’X-ALD ne présentent pas d’accumulation du

C22:0. Contrairement a I’Homme, chez la levure, la f-oxydation des AG n’a lieu que dans le
peroxysome et I’importation du C22:0 nécessite alors I’intervention de transporteurs ABC

(Pxal et Pxa2) (voir Figure %141 a d’ailleurs été montré que chez la levure, les transporteurs

ABCDI1 et ABCD2 humains sont capables de restaurer la B-oxydation du C22:0 (van
Roermundet al. 2008 van Roermuncet al. 2011) C’est donc pour cette raison que dans un
premier temps, la fonctionnalité des transporteurs ABCD entiers chimériques et des demi-

transporteurs murins ABCD1 et ABCD2, a été testée par mesure de la B-oxydation du C22:0.

ABCD2-ABCD1
ABCD1-ABCD2
ABCD2-ABCD2
ABCD1-ABCD1
ABCD2

ABCD1
Pxal/pxa2A
WT

0 20 40 60 80 100

B-oxydation C22:0 (%)

Figure 44 : Etude de complémentation fonctionnelle réalisée sur un modele de levures déficientes en
Pxal et Pxa2 (orthologues du transporteur ABCD1).

Les levures sont transfectées de facon transitoire par un plasmide codant soit un demi-transporteur,
ABCD1 ou ABCD2 (contréles), soit un transporteur ABCD chimérique entier (homo- ou-hétéro
dimére d’ABCDI et ABCD2). La fonctionnalité des transporteurs est ensuite vérifiée par mesure de la
S-oxydation du C22:0.
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En plus des demi-transporteurs ABCD1 et ABCD2, quatre transporteurs entiers ont été testés
chez la levure : les homodiméres ABCD1 et ABCD2, ainsi que les 2 hétérodimeres (Figure
44). On peut constater que seule la surexpression d’ABCDI1 dans les levures mutantes permet

une restauration compléte de la B-oxydation du C22:0. Une restauration partielle est obtenue
lorsque les levures surexpriment ABCD2. C’est également le cas pour les homo- et hétéro-

diméres d’ABCDI1 et ABCD2. Ces résultats démontrent que les transporteurs ABCD entiers
sont fonctionnels chez la levure et surtqutABCD1 et ABCD2 sont fonctionnels autant

sous forme d’homodimeéres que sous forme d’hétérodimeres.

Pour conclure, qu’ils soient exprimés dans des fibroblastes cutanés issus d’un patient atteint
d’X-ALD ou dans des levures mutantes déficienteBxai et Pxa2 les transporteurs ABCD
entiers chimériques sont fonctionnels. Ces résultats tendent a montrer que les demi-
transporteurs ABCD peroxysomaux fonctionneraient aussi bien sous forme d’homodiméres

que d’hétérodiméres, méme si pour le moment il n’a pas été possible de déterminer une

spécificité de substrat stricte pour chaque forme dimérique.

L’ensemble de ce travail basé sur ’utilisation de transporteurs ABCD entiers, dans des
fibroblastes humains déficients &BCD1 et chez la levure, fera tres procheirnt 1’objet
d’une publication qui sera ciblée uniquement sur ABCD1 et ABCD2. Cependant, le travail
continu et les dimeres chimériques incluant la protéine ABCD3 vont prochainement étre
testés par complémentation fonctionnelle dans les fibroblastes déficieABGID1, mais

également dans les levures.
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[ll. DISCUSSION

[11.1. Etude dans des fibroblastes cutanés issus d’un patient atteint d’X-ALD

La transfection transitoire de fibroblastes cutanés déficientARDD1 avec différentes
constructions codant un transporteur ABCD entier fusionné a I’EGFP, aboutit a la synthése de
protéines chimériques de masse moléculaire apparente attendue, et correctement localisées
dans la membrane peroxysomale. Les homodimeres ABEKEXID1-EGFP et ABCD2-
ABCD2-EGFP sont détectés dans la majeure partie de la population cellulaire transfectées
(=60-70%), avec des niveaux d’expression variables. Les hétérodimeéres seraient également
exprimés dans la majeure partie des cellules transfectées, mais trés faiblement. Au niveau
fonctionnel, les monomeres ABCD1 et ABCD2 fusionnés a I’EGFP, mais également
I’homodimére ABCD2-ABCD2 fusionné a ’EGFP, sont capables de restaurer partiellement

la B-oxydation du C26:0 dans les fibroblastes déficientsAB@D1. De fagon inattendue,
I’homodimére ABCDI1-ABCD1-EGFP ne permet pas de remplacer fonctionnellement le
transporteur ABCD1. De la méme fagon, aucun résultat concluant n’est obtenu avec les
hétérodimeres entiers fusionnés a I’EGFP. Cependant, le probléme semble davantage provenir

de I’expérience de mesure de B-oxydation en elle-méme, plutét que de la fonctionnalité des
protéines chimériques. En effet, la mesure de B-oxydation est basée sur I'utilisation de **C-

C26:0, radiomarqué sur son atome de carbone a. Le point sensible des AGTLC concerne leur
stabilité en solution, méme lorsqu’ils sont stockés a -20°C. lls sont facilement dégradés et
leurs produits de dégradation sont susceptibles d’étre a I’origine d’un bruit de fond important

lors des mesures de B-oxydaion. En effet, méme en I’absence de cellules, un niveau de
radioactivité élevé est mesuré dans la fraction acido-soluble qui recueille les intermédiaires du
cycle du citrate. Malgré une purification du C26:0 radiomarqué, le bruit de fond obtenu lors

les nesures de B-oxydation n’a été que faiblement diminué.

Afin d’expliquer les problémes liés a la mesure de B-oxydation dans les fibroblastes déficients
enABCDY], il faut également tenir compte du faible niveau d’expression des hétérodimeres, et

du niveau d’expression trés variable des homodimeéres. Les protéines chimériques
correspondent a I’enchainement forcé des deux demi-transporteurs ABC et pourraient donc
rencontrer des difficultés a se replier correctement au moment de leur synthése. Or, les
protéines membranaires peroxysomales sont soumises a un systéme de contrdle qualité, qui
est vraisemblablement tres rigoureux (Takahashal. 2007). En effet, chez les patients
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atteints d’X-ALD, plus de 60% des mutations faux-sens recensées, liées a la modification
d’un seul acide-aminé, se traduisent par [’absence de détection d’ABCDI1 en

immunofluorescencehftp://www.x-ald.nlj. Chez ces paties) ’absence de corrélation entre

le niveau en ARNm et le niveau protéique d’ABCD1 muté appuie I’hypotheése que les
mutations faux-sens affectent le repliement de la protéine, ce qui entraine leur dégradation
rapide par le systeme de contréle qualité (Takaheishi. 2007). Les transporteurs ABCD
entiers chimériques pourraient suivre la méme voie. D’aprés une publication récente, la

culture a 30°C de fibroblastes cutanés, présentant une mutation faux-sens dans le gene
ABCD], permet dans certains cas d’augmenter le niveau protéique d’ABCD1, voir méme de
restaurer partiellement sa fonction (Zhaegal. 2011) Afin d’optimiser nos conditions
expérimentales, nous avons décidé de suivre cette piste et de cultiver les fibroblastes
transfectés a 30°C, jusqu’a la mesure de f-oxydation. D’apres nos résultats, la culture a basse
température des fibroblastes transfectés permet d’augmenter le niveau protéique des deux
homodiméres ABCD1 et ABCD2, fusionnés a ’EGFP, tandis que les deux hétérodiméres

restent tres faiblement exprimés. Cedaforte I’hypothése que les deux homodimeéres forcés
présentent des difficultés a se replier correetermu moment de leur synthése, mais qu’une
diminution de la température de culture des cellules leur pediaetuérir la bonne
conformation. Les deux hétérodiméres chimériques présentent vraisemblablement les mémes
difficultés a se replier, mais a la différence des homodimeéres forcés, la culture des cellules a

30°C n’améliore pas leur stabilité.

Malgré la culture a 30°C des fibroblastes déficientsABCD1, exprimant les diméres
chimériques fusionnés a I’EGFP, la mesure de f-oxydation du C26:0 ne donne toujours pas de

résultat satisfaisant.

Cependant, les diméres chimériquéssionnés a I’EGFP permettent de diminuer
I’accumulation d’AGTLC dans les lipides totaux des fibroblastes déficientsABEDY,

cultivés a basse température aprés transfection. Quel que soit leur agencement dimérique et
malgré la fusion a ’EGFP, les transporteurs ABCD1 et ABCD2 semblent étre fonctionnels

sous forme homo- et hétérodimérique. Comme les monomeres, les homodiméres ABCD1 et
ABCD2 fusionnés a I’EGFP, ainsi que les deux hétérodimeres, seraient capables de
transporter du C26:0, du C26:1 et du C24:1. Cependant, il est nécessaire de répéter les
expériences afin d’augmenter la valeur de ces résultats et surtout de les évaluer par des tests

statistiques.
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La quantité de protéines chimériques dans les cellules ne semble pas influencer le niveau
d’AGTLC contenu dans les lipides. En effet, les hétérodimeéres ABCD1-ABCD2 et ABCD2-
ABCDI, fusionnés a I’EGFP, s’expriment a un trés faible niveau dans les fibroblastes
déficients enABCDJ], et pairtant, ils permettent de diminuer I’accumulation d’AGTLC
quasiment au méme niveau que les homodimeres, ou méme que les hétérodimeres. De fagon
trés intéressante, la faible recolonisation d’un cerveau de souris déficiente en ABCD1,par des
cellules microgliales exprimant la protéine ABCD1 non mutée, permet de diminuer
I’accumulation d’AGTLC dans I’ensemble du cerveau (Yamadaet al. 2004) D’aprés la

méme étude, la co-culture (ratio 1:10) de cellules exprimant la protéine ABCD1 non mutée,
avec des cellules déficientes BBCDJ, permet de diminuer I’accumulation d’AGTLC. Ainsi,

on peut envisager qu’il suffit de seulement quelques fibroblastes déficients en ABCD1
exprimant les hétérodimeres chimériques a un haut niveau d’expression (comme c’est notre

cas) pour diminuer I’accumulation d’AGTLC dans I’ensemble des cellules. La diminution de
I’accumulation d’AGTLC pourrait se révéler indépendante de 1’efficacité de transfection des

cellules. Il parait peu probable que nous réussissions a établir une spécificité de substrat
stricte pour chacun des dimeres chimériques. Au mieux, nous pourrons identifier les substrats
pris en charge par un dimere, mais sans pouvoir préciser le niveau d’affinité pour chacun des

substrats.

I11.2. Etude dans un modéle de levure déficiente en Pxal et Pxa2

D’aprés I’étude de complémentation fonctionnelle des levures déficientes en Pxal et Pxa2

réalisée en collaboration avec le Dr van Roermund, les deux homodimeres ABCD1 et
ABCD2, ainsi que les deux hétérodimeéres, sont capables de restaurer la croissance des levures
sur un milieu contenant de 1’oléate comme seule source de carbone, mais également de

restaurer partiellement la p-oxydation du C22:0. Ces résultats supposent que les demi-
transporteurs ABCD1 et ABCD2 sont fonctionnels sous forme d’homo-et d’hétérodimeres,

ce qui vient confirmer les résultats obtenus dans le modele de fibroblastes déficients en
ABCDL1 Bien entendu, ces résultats ne sont pas définitifs et il sera nécessaire de réitérer les
expériences afin d’augmenter leur valeur et surtout de les évaluer par des tests statistiques. Il
sera également nécessaire de vérifier la localisation des protéines chimériques dans les levures
transfectées, d’autant que nous disposons dorénavant d’un anticorps polyclonal dirigé contre

la protéine ABCD2 de rat, réactif en immunoblot.
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Un point important a prendre en compte lorsqu’on travaille dans un systeme d’expression
hétérologue, est le probléme li¢ a la fréquence d’usage des codons. En effet, la fréquence

d’usage des codons chez le rat est trés différente de chez la levure. C’est d’ailleurs pour
permettre une bonne expression de la protéine ABCD1 que nous avons di optimiser plusieurs
codons localisés au début de sa séquence codante. Il faut pourtant noter que d’apres plusieurs

études, la séquen@RNm et la fréquence d’usage des codons, joueraient un role important

dans la dynamique de repliement des protéines (Komar 2009). Les variations dans la
fréquence d’usage des codons pourraient influencer le rythme de traduction des séquences

ARNmM, ce qui permettrait de moduler le temps disponible a la protéine pour se replier, et
influenceraitsa structure. D’aprés cette théorie, la méme séquence ARNm traduite chez la

levure et chez le rat pourrait aboutir a la synthese de protéines avec des conformations
différentes. Néanmoins, les levures étant cultivées a basse température, cela laisse plus d
temps aux protéines chimériques de se replier correctement. Cette difféerence de fréquence
d’usage des codons entre rat et levure risque pourtant de poser probléme pour 1’étude des

dimeéres chimériques incluant ABCD3. En effet, la séquence ADNc d’ABCD3de rat présente

de nombreux codons rares chez la levure, ce qui obligerait a optimiser sa séquence entiére.
Or, I’optimisation de la séquence entiere d’ABCD3risque d’étre laborieuse et couteuse en

termes de temps. Ainsi, il est peu probable que nous nous lancions dans cette aventure.
Pourtant, il serait dommage de ne pas tester I’expression d’ABCD3chez la levure, méme non
optimisé (ou seulement en partie). En effet, séquences ADNc d’ABCD1 et d’ABCD2
aboutissent a I’expression de protéines fonctionnelles, malgré la présence de codons rares
chez la levure, et un rythme de traduction probablement différent entre rat et levure. De plus,
de la méme facon que chez les plantes, le systéme de contrle qualité des protéines
peroxysomales chez la levure pourrait étre plus tolérant que chez les mammiferesefZhang
al. 2011).
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[. INTERACTION ENTRE LES TRANSPORTEURS ABCD PEROXYSOMAUX

La premiere partiec de mon travail sur I’oligomérisation des transporteurs ABCD
peroxysomaux implique la mise en évidence des interactions entre transporteurs. Pour cela,
deux approches complémentaires ont été utilis€eésude par « Duolink in situ Proximity
Ligation Assay (réalisée au sein de 1’équipe par le Dr Catherine Gondcaille), ainsi qu’un

travail plus courant de co-immunoprécipitation.

L’ensemble de ce travail a été mené sur le clone 28.38, qui pour rappel, est un transfectant
stable obtenu a partir de cellules d’hépatomes de rats H4IIEC3, qui surexprime de maniere
inductible selon la dose de doxycycline ajoutée, la protéine ABCD2 fusionnée a I’EGFP
(masse moléculaire théorique de 110 kDa)s €#lules présentent ’avantage d’exprimer
ABCDL1 et ABCD3 mais pas (ou quasiment pas) ABCD2, au niveau basal.

I.1. Proximité des transporteurs ABCDs au sein de la membrane peroxysomale

étude par « Duolink in situ Proximity Ligation Assay »

L’étude par « Duolink in situ Proximity Ligation Assay » (technique PLA), permet de
visualiser la proximité entre deux protéines (distance 408fim) a I’intérieur méme de la

cellule (Figure 4h
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Figure 45 : Etude par « Duolink in situ Proximity Ligation Assay ».

Les cellules fixées sont incubées en présence des deux anticorps primaires obtenus depedesix
différentes (1). Si les protéines cibles des deux anticorps sont suffisammens [jdistaece < 40

nm), les anticorps secondaires couplés a des sondes PLA (sondes ADN) (2) sont connectées apres
hybridation avec des oligonucléotides (3). L’ADN circulaire formé (4) est ensuite amplifié (5) puis
hybridé avec une sonde fluorescente rouge qui révele la proximité entre les deux protéines (6).
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Elle a été développée en 2007 par la société Olink (Suede) afin de détecter, visualiser et méme
quantifier, des protéines, des protéines phosphorylées et des "interactions" protéine / protéine.
Le terme d’"interaction” utilisé par la société Olink doit plutdt étre remplacé par "proximité"

car la technique PLA permet de mettre en évidence des distances protéine / protéine allant
jusqu’a 40 nm. Cette technique est donc moins sensible qu'une étude par FRET et nécessite la

mise en place d’étude(s) complémentaire(s), telle que la co-immunoprécipitation, afin de

renforcer la valeur des résultats obtenus.

I.1.1. Validation des anticorps primaires

La technique PLA repose sur I'utilisation d’un couple d’anticorps primaires issus d’especes
différentes et chacun dirigé contre une des deux protéines dont on veut montrer la proximité.
Avant de débuter 1’é¢tude par Duolink, il a d’abord fallu s’assurer de la réactivité en

immunomarquage des anticorps primaires qui seront utilisés (Tablgau 11

d’origine

ABCD1 (fourni par le Pr Aubourg) (Fouquet, Zou et al. 1997)
ABCD3 (obtenu au laboratoire) (Albet, Causeret et al. 1997) Lapin
PMP22
GFP (Roche Applied Science) souris

Tableau 11 Présentation des anticorps utilisés lors de 1’étude par Duolink et des espéces animales
dont ils sont issus.

Ceux-ci ont été testés en immunofluorescence sur le clone 28.38 induit a la doxycycline et
surexprimant la protéine ABCD2-EGFP (Figure 46). Afin de vérifier la spécificité des
anticorps, le signal rouge obtenu par immunofluorescence (anticorps secondaire couplé a
I’ Alexa 594) a été superposé au signal EGFP vert émis par la protéine de fusion peroxysomale
ABCD2-EGFP. Lorsque I’anticorps détecte une protéine peroxysomale (ABCDI1, ABCD2-

EGFP, ABCD3 ou PMP22), la superposition des deux signaux donne un signal jaune.

Quel que soit I’anticorps testé, le marquage cellulaire ponctué obtenu, caractéristique du

signal peroxysomal, se superpose avec le signal EGFP émis par la protéine membranaire
peroxysomale ABCD2-EGFP. Les anticorps anti-ABCD1, anti-GFP, anti-ABCD3 et anti-
PMP22 testés sont donc réactifs en conditions natives et pourront donc étre utilisés lors des

études par Duolink.
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Anti-ABCD1 Anti-GFP Anti-ABCD3 Anti-PMP22

Figure 46 : Détection par immunofluorescence (signal IF) en microscopie confocale,clésgs
membranaires peroxysomales ABCD1, ABCD2-EGFP, ABCD3 et PMP22, dans le clone 28.38 induit
a la doxycycline.

Ces cellules surexpriment la protéine ABCD2 fusionnée a I’EGFP uniquement aprés induction a la
doxycycline (2pug/mL, 48hyignal EGFP). Les anticorps utilisés lors de |'immunomarquage sont
recensés dans le Tableau 1. Les anticorpsrskgres sont couplés a l’Alexa 594 (signal IF).

[.1.2. « Duolink in situ Proximity Ligation Assay »

L’étude par Duolink a été mise en place afin d’évaluer in situ la proximité entre les
transporteurs ABCD peroxysomaux. Cependant, comme cela a été évoqué dans le chapitre
précédent, la technique repose sur I’'utilisation d’un couple d’anticorps primaires, dirigés

chacun contre une des deux protéines dont on veut montrer la proximité. Ces deux anticorps
doivent absolument provenir de deux especes différentes car la méthode Duolink nécessite
¢galement [’utilisation d’anticorps secondaires dirigés contre les anticorps primaires et

couplés a des sondes ADN (Figure).4Ainsi, d’aprés les anticorps que nous avions a
disposition (Tableau 11) et dont la réactivité a été testée sur le clone 28.38, nous avons pu
étudier la proximité entre la protéine ABCD2-EGFP et 3 autres protéines peroxysomales, a
savoir ABCD1 (Figuret7A), ABCD3 (B) et PMP22 (C).

Les expériences de Duolink ciblant les couples ABCD2-EGFP / ABCD1 et ABCD2-
EGFP /ABCD3 aboutissent a 1’apparition d’un signal PLA ponctué rouge et ce seulement

lorsque les cellules sont induites a la doxycycline. Ainsi dans la membrane peroxysomale, la
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protéine ABCD2EGFP est proche des protéines ABCD1 et ABCD3. L’absence de signal
PLA lorsque les protéines ABCD2-EGFP et PMP22 sont ciblées (Figure 47C) renforce la
validité des résultats précédents, puisque PMP22 qui est une protéine majoritaire de la

membrane peroxysomale, n’est pas décrite pour interagir avec ABCD2.

Signal EGFP Signal PLA

- dox

+ dox

A
Signal EGFP Signal PLA Signal EGFP Signal PLA

+ dox 1

Anti-GFP /Anti-ABCD3 Anti-GFP /Anti-PMP22
B C

Figure 47 : Etude in situ de la proximité entre ABCE@FP et d’autres protéines peroxysomales.

La proximité entre les protéines ABCD2-EGFP et ABCD1 (A), ABCD2-EGFP et AB)23 enfin
ABCD2-EGFP et PMP22 (contrble négatif) (C) a été étudiée au sein du clone 28.3§-ndiox) ou

non (- dox). Le signal EGFP correspond a la fluorescence verte émise par la protéine de fusion
ABCD2-EGFP, tandis que le signal PLA rouge témoigne de la proximité entre les degirgzot
étudiées. L observation des cellules a été réalisée en microscopie confocale. Les différents couples
d’anticorps primaires utilisés sont notés en bas de la figure.
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1.2. Interaction entre les transporteurs ABC peroxysomaux : étuden vitro par co-

immunoprécipitation

Afin de déterminer si la proximité entre les transporteurs ABCD dans la membrane
peroxysomale résulte d’une interaction physique, des expériences de co-immunoprécipitation
croisées ont été mises en place. La co-immunoprécipitation est une technique qui consiste a
isoler un complexe protéique en utilisant un anticorps dirigé contre un des membres du
complexe. Les protéines immunopreécipitées et co-immunoprécipitées ainsi isolées, sont
séparées par électrophorese sur gel de polyacrylamide puis transférées sur membrane de
PVDF (« PolyVinylidene DiFluoride ») et identifiées par révélation de la membrane avec les

anticops d’intérét.

Pour cette étude de co-immunoprécipitation, je disposais de deux anticorps polyclonaux
réactifs en conditions natives : un anticorps anti-ABCD1 et un anticorps anti-ABCD3
(Tableau 11 Pour rappel, lors d’une immunoprécipitation, les anticorps sont immobilisés sur

des billes de Sépharose en se fixant sur la protéine A covalemment liée aux billes. Au
moment de décrocher les complexes protéiques des billes (par le tampon de charge utilisé
pour les dépbts sur SDS-PAGE), lesticorps utilisés pour I’'immunoprécipitation sont
également décrochés de la protéine A-sépharose et se retrouvent dans la fraction
immunoprécipitée. Malheureusement, lorsque la fraction immunoprécipitée est analysée en
immunoblot, les anticorps utilisé®yr I’immunoprécipitation sont révélés par les anticorps
secondaires et polluent le signal 1i¢ a la protéine d’intérét... Afin de s’affranchir de ce
probléme, j’ai donc immobilisé de fagon covalente les anticorps (anti-ABCD1 et anti-
ABCD3) aux billes de protéine Aépharose, a 1’aide d’un agent de couplage, le diméthyle
pimélimidate (protocole adapté de (Boat al. 2008)). Cette étape a permis de réduire
considérablement le bruit de fond habituellement observé lors de I’étude de la faction
immunoprécipitée en immunoblot. Comegnt 1I’immunoprécipitation de la protéine ABCD2-

EGFP, j’ai utilis¢ des billes d’agarose covalemment liées a un anticorps anti-GFP réactif en

conditions natives, commercialisées par la société MBL (#D153-8).

I.2.1. Analyse des protéines co-immunoprécipitées avec ABCD2-EGFP

Afin d’isoler puis analyser les complexes impliquant la protéine ABCD?2 fusionnée a I’EGFP,
le lysat du clone 28.38 induit ou non, a été utilis¢ pour I’'immunoprécipitation avec un

anticorps anti-GFP covalemment lié a délses d’agarose. Les complexes protéiques isolés
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dans la fraction immunoprécipitée, ont été séparés par électrophorese sur gel de
polyacrylamide puis transférés sur membrane de PVDF. Les protéines immunoprécipitées ont
ensuite été identifiées avec les anticorps d’intérét : anti-GFP (Figure 48A), anti-ABCDL1 (B) et
anti-ABCD3 (C).
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Figure 48: Co-immunoprécipitation des protéines ABCD1 et ABCD3 avec la protéine AEGPR
grdce a l’anticorps anti-GFP.

Le clone 28.38 non induit ou induit a la doxycycline (dox) est lysé en présence de ttidon e
lysat protéique total @ ug) est incubé pendant 90 minutes avec des billes d’agarose covalemment
couplées a [’anticorps anti-GFP. Apres plusieurs lavages des billes, la fraction immunoprécipitée est
récupérée, puis la totalité estalysée en immunoblot. L immunoprécipitation de la protéine ABCD2-
EGFP est tout d’abord veérifiee a ['aide de [’anticorps anti-GFP (A). Les protéines co-
immunoprécipitées sont ensuite révélées a [’aide des anticorps anti-ABCD1 8) et anti-ABCD3 ).

Cent pg de protéines totales issues du lysat du clone 28.38 induit surexprimant EBED2et
exprimant ABCD1 et ABCD3 au niveau basal sont également analysés.
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D’aprés ces résultats, la protéine ABCD2-EGFP est immunoprécipitée par les billes d’agarose

couplées a I’anticorps anti-GFP. Les transporteurs peroxysomaux ABCD1 et ABCD3 sont co-
immunoprécipités avec ABCD2-EGFP, et ce seulement lorsque les cellules sont induites et
expriment la protéine de fusion. Ainsi, ABCD2-EGFP interagit avec les deux autres

transporteurs peroxysomaux ABCD1 et ABCD3 (Figure 49

|| Agarose

Anticorps
anti-GFP

Figure 49 : Schéma hypothétique de la co-immunoprécipitation des protéines ABCD108 AB{C
["anticorps anti-GFP, covalemment lié aux kit d’agarose (MBL #D153-8).

|.2.2. Analyse des protéines co-immunoprécipitées avec ABCD3

Afin d’isoler puis analyser les complexes impliquant la protéine ABCD3, le lysat du clone

28.38 induit ou non, a été utilisé pour I’immunoprécipitation avec un anticorps anti-ABCD3

que j’ai covalemment couplé a des billes de protéine A-sépharose. Les complexes protéiques
isolés dans la fraction immunoprécipitée, ont été séparés par électrophorése sur gel de
polyacrylamide puis transférés sur membrane de PVDF. Les protéines immunoprécipitées ont
ensuite été identifiées avec les anticorps d’intérét : anti-ABCD3 (Figure 50A), anti-GFP (B) et
anti-ABCD1 (C).

D’apres les résultats présentés dans la Figure 50, la protéine ABCD3 est immunoprécipitée
par les billes de protéine &pharose covalemment couplées a 1’anticorps anti-ABCD3, et ce

que I’on parte de lysat cellulaire induit ou non induit (Figure 50A). La protéine ABCD2-
EGFP est co-immunoprécipitée avec la protéine ABCD3 (Figure 50B), de méme que la
protéine ABCD3 était co-immunoprécipitée avec ABCD2-EGFP (Fid8re
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Figure 50 : Co-immunoprécipitation des protéines ABCD1 et ABCD2-EGFP avec &ngrétBCD3
grace a l’anticorps anti-ABCD3.

Le clone 28.38 non induit ou induit a la doxycycline (dox) est lysé en présence de -tdon e

lysat protéique total (1,6 mg) est incubé pendant 90 minutes avec des billes de pretépiarose
covalemment couplées a [’anticorps anti-ABCD3. Aprés plusieurs lavages des billes, la fraction
immunoprécipitée est récupérée, puis la totalitéaesiysée en immunoblot. L immunoprécipitation

de la protéine ABCD3 est tout d’abord vérifiée a I’aide de [’anticorps anti-ABCD3 (A). Les protéines
co-immunoprécipitées sont ensuite révélées'aade des anticorps anti-GFP (B) et anti-ABCD1
(C).Cent pg de protéines totales issues du lysat du clone 28.38 induit surexprimant ABCD2{EGFP
exprimant ABCD1 et ABCD3 au niveau basal sont également analysés.

Ce résultat confirme gABCD3 et ABCD2-EGFP interagissent (Figure 51). En plus de la
protéine ABCD2-EGFP, ABCD1 est également co-immunoprécipitée avec ABCD3 (Figure
50C). Ainsi, ABCD3 interagirait avec ABCD1 (Figure)51
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Anticorps
anti-ABCD3

Figure 51 : Schéma illustrant la co-immunoprécipitation des protéines ABCD2-EGABCD1 avec
ABCD3 grace a l'anticorps anti-ABCD3 que j’ai covalemment lié aux billes de protéine A-sépharose.
(Le lien covalent est représenté en rouge)

1.2.3. Analyse des protéineso-immunoprécipitées avec ABCD1

Afin d’isoler puis analyser les complexes impliquant la protéine ABCDI1, le lysat du clone

28.38 induit ou non, a été utilisé pour I'immunoprécipitation avec un anticorps anti-ABCD1

que j’ai covalemment couplé a des billes de protéine A-sépharose. Les complexes protéiques
isolés dans la fraction immunoprécipitée, ont été séparés par électrophorése sur gel de
polyacrylamide puis transférés sur membrane de PVDF. Les protéines immunoprécipitées ont
ensuite été identifiées avee mticorps d’intérét : anti-ABCD1 (Figure 52A), anti-GFP (B) et
anti-ABCD3 (non montré).

D’apreés les résultats, la protéine ABCDI est immunoprécipitée par les billes de protéine A-
sépharose covalemment couplées a I’anticorps anti-ABCD1, que I’on parte de lysat cellulaire

induit ou non induit (Figure 52A). La protéine ABCD2-EGFP étant également retrouvée dans
la fraction immunoprécipitée (Figure BY. cda signifie qu’elle est co-immunopreécipitée avec

la protéine ABCD1, de méme que la protéine ABCD1 était co-immunoprécipitée avec
ABCD2-EGFP (Figurel8). Ce résultat dmmunoprécipitation confirme 1’interaction entre les

deux protéines (Figurg3). En revanche, je n’ai pas réussi a détecter la protéine ABCD3 dans

la fraction immunoggécipitée. Or d’apres les résultats présentés dans la Figure 50, ABCD1 est
co-immunoprécipitée avec ABCD3. Donc I’inverse devrait €tre vrai également. L’élément qui

pourrait expliquer ce résultat est que I’anticorps anti-ABCD3 (Zymed) alors utilisé pour la
révélation est peu spécifique et peu réactif envers ABCD3 de rat. Cependant, nous disposons

dorénavant au laboratoire d’un nouvel anticorps polyclonal dirigé contre la protéine ABCD3
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de rat, qui est relativement spécifique (TableaulSaudrait donc réitérer 1’expérience afin
de vérifier si la protéine ABCD3 est-immunoprécipitée ou non avec la protéine ABCD1.
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Figure 52 : Co-immunoprécipitation de la protéine ABCD2-EGFP avec ABGBd a [’anticorps
anti-ABCD1.

Le clone 28.38 non induit ou induit a la doxycycline (dox) est lysé en présence de ttdon e
lysat protéique total (1,6 mg) est incubé pendant 90 minutes avec des billes de praépramse
covalemment couplées a [’anticorps anti-ABCD1. Aprés plusieurs lavages des billes, la fraction
immunoprécipitée est récupérée, puis la totalitéaasiysée en immunoblot. L’immunoprécipitation

de la protéine ABCDI est tout d’abord vérifiée a [’aide de [’anticorps anti-ABCD1 (A). La co-
immunoprécipitation de la protéine ABCIEGFP est ensuite observée a ’aide de I’anticorps anti-
GFP (B). Cent ug de protéines totales issues du lysat du clone 28.38 induit suaexphiBCD2-
EGFP et exprimant ABCD1 et ABCD3 au niveau basal sont également analysés.

Anticorps
anti-ABCD1

Figure 53 : Schéma illustrant la co-immunoprécipitation de la protéine ABCD2-EGFP avec ABCD1
grdce a l'anticorps anti-ABCDI que j’ai covalemment couplé aux billes de protéine A-sépharose.
(Le lien covalent est représenté en rouge)
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Pour conclure, les immunoprécipitations croisées permettent de dire avec confiance
qu’ABCD2-EGFP interagit avec ABCDI et qu’ABCD2-EGFP interagit avec ABCD3
(Tableau 12 ABCDI1 semble interagir avec ABCD3, bien que I’immunoprécipitation croisée

n’ait pas fonctionnée. Pour ce qui est d’ABCD1 et ABCD3, seule une co-
immunoprécipitation a fonctionné. Au final, les trois transporteurs ABC peroxysomaux
ABCD1, 2 et 3 interagissent les uns avec les autres au sein de la membrane peroxysomale.
Pourtant, d’aprés ces seuls résultats de Duolink et de co-immunoprécipitations, on ne peut
encore pas juger de I’importance de ces interactions et surtout dans quel contexte
d’oligomérisation elles interviennent. En effet, on peut se demander a ce stade si ces
transporteurs interagissent au sein de dimeres, de tétrameéres au bien de complexes comportant

d’autres protéines partenaires.

Immunoprécipitation
ABCD1 ABCD2-EGFP ABCD3
ABCD1 + -+
Co-immunoprécipitation | ABCD2-EGFP + +
ABCD3 - +

Tableau 12 : Bilan des co-immunoprécipitations réalisées sur le clone 28.38amt & mettre en
évidence les interactions entre les transporteurs ABCD peroxysomaux.
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[I. OLIGOMERISATION DES TRANSPORTEURS ABCD PEROXYSOMAUX

D’apres la littérature et d’apres les études de Duolink et de co-immunoprécipitations réalisées

lors de ma thése, il apparait fort probable que les trois transporteurs ABCD peroxysomaux
soient capables de s’homo-oligomériser mais également de s’hétéro-oligomériser. Cependant,

on conclut souvent sur I’homo- ou I’hétéro-dimérisation d’ABCDI1, 2 et 3, sans étre vraiment

certains de leur statut oligomérique. Ces transporteurs sont-ils retrouvés sous forme
dimérique, tétramérique, ou sous forme d’oligoméres plus importants ? Une chose est sdre, ce

sont au minimum des dimeres, car les transporteurs ABCD peroxysomaux sont des demi-

transporteurs qui doivent se dimériser pour étre fonctionnels.

Afin d’étudier le statut oligomérique des transporteurs ABCD1, ABCD2 et ABCD3, deux
approches complémentaires ont été utilisées : une étude par sédimentation sur gradient de
sucrose, ainsi qu’une étude par électrophorése sur gel d’acrylamide en condition native,
technique plus résolutive mais également plus délicate a mettre en place. Ces deux études ont
été menées sur le clone 28.38 qui surexprime la protéine ABCD2-EGFP aprés induction a la

doxycycline.

Il.1. Etude du statut oligomérique des transporteurs ABCD peroxysomaux par
sédimentation sur gradient de sucrose

La sédimentation sur gradient de sucrose est une technique simple a mettre en ceuvre, qui ne
nécessite pas des €échantillons concentrés en protéines et qui tolere 1'utilisation d’anticorps
peu spécifiques. Les résultats recueillis apportent des informations sur la masse moléculaire

apparente des complexes protéiques dans lesquels sont contenues les protéines étudiées.
A terme, on vise deux objectifs au travers de cette étude :

1. Observer des variations du statut oligomérique des transporteurs ABCD
peroxysomaux, en fonction des conditions de lyse, dénaturantes ou au contraire non
dénaturantes,

2. Estimer la taille des complexes au sein desquels ABCD1, 2 et 3 interagissent.
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11.1.1. Test de solubilisation des protéines

La clé du travail se situe dans 1’étape de solubilisation des protéines. D’une part il faut choisir

un détergent capable de dissocier correctement les complexes protéiqgues, comme le SDS
(Sodium Dodécyl Sulfate, détergent ionique)d’atitre part il faut tester différents détergents

non dénaturant capables de préserver les complexes protéiques, tels que lelbipre B-

DDM (DoDécyl Maltoside) ou 1I’a-DDM (détergents non ioniques). Cependant, la
solubilisation des protéines membranaires par les détergents non dénaturants doit étre mise au
point. En effet, il faut veiller a les utiliser en concentration suffisante pour solubiliser
entierement les protéines membranaires, sans pour autant dissocier les complexes protéiques.
C’est pourquoi avant de démarrer I’étude par sédimentation sur gradient de sucrose,
différentes conditions de lyse cellulaire ont été testées, avec des concentrations croissantes en
B-DDM (Figure 54).
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solubilisées (ug)

450 -
400 -
350 A
300

Quantité de protéines

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
% de détergent (m/V)

Figure 54 : Test de solubilisation des protéines totalek: de/lule par le f-DDM.

La lyse a été réalisée sur le clone 28.38 avec 0,5 mL de tampon de lyse par boite de culture de 10 cm
de diamé-e et a 80% de confluence (NaCl 150 mM, Tris 100 mM a pHS, f-DDM a différentes
concentrations).

Le test de solubilisation des protéines avait également été réalisé avec un autre détergent non
dénaturant, le Triton X-100. Quel que soit le détergent utilisé, la quantité maximale de
protéines solubilisée est atteinte a partir de 0,5% de détergent dans le tampon de lyse. Pour la
suite de 1’étude, les cellules ont donc été lysées avec 1% de détergent non dénaturant, afin de

se placer dans des conditions optimales de solubilisation des protéines membranaires.

I1.1.2. Linéarité et étalonnage des gradients de sucrose

La sédimentation sur gradient de sucrose permet de fragmenter un lysat protéique selon la
densité des complexes protéiques. Afin de déterminer la taille moléculaire apparente de
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complexes isolés, le gradient doit étre nécessairement linéaire. En revanche, il peut étre monté
de facon discontinue, c'est-a-dire, étre réalisé en superposant plusieurs solutions de sucrose,
de densités décroissantes. Apres ultracentrifugation, les limites entre les différentes solutions

de sucrose s’atténuent et le gradient devient en théorie linéaire. Plusieurs protocoles de

montage de gradients de sucrose discontinus ont été évalués en faisant varier le nombre de
solutions de sucrose superposées et les concentrations en sucrose. Le gradient retenu qui
présente un bon compromis entre facilité de montage et linéarité a été obtenu a partir de 5

solutions de sucrose montées par ordre décroissant de densité : 2,5 mL 30%, 2 mL 20%, 2 mL

15%, 2 mL 10% et 2 mL 5% (Figure 65

30 -
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R2 = 0,9901
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)
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Figure 55: Linéarité, obtenue aprées ultracentrifugation, du gradient discontinu de sucrose 5-30%.

A l’equilibre, la linéarité du gradient non chargé en protéines est confirmée par mesure de l'indice de

réfraction des 22 fractions de 0,5 mL récupérées a partir du haut du gradient. Un facteur de

corrélation élevé (R= 0,9901) est obtenu.
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Figure 56 : Etalonnage du gradient discontinu de sucrose 5-30%.

Le gradient est étalonné: f-DDM 1% (A) et en a-DDM 1% ), par sédimentation de maniére
séparée de marqueurs correspondant a des protéines oligomériques (thyroglobuline (trééttame

669 kDa ; catalase (cat) tétramere de 232 kDa, f-amylase (b) tétramere de 200 kDa ; conalbumine (c)

de 75 kDa et ovalbumine (0) de 44 kDa). Aprés ultracentrifugation des différents gradients de sucrose,
les marqueurs protéiques sont détectés dans les 22 fractions de 0,5 mL collectées par mesure direct
de [’absorbance a 280 nm.
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Le gradient de sucrose 5-30% a pu ensuite étre étalonné par sédimentation de plusieurs
protéines marqueurs oligomériques diluées dans du tampon de lyse en présence de - ou d’a-
DDM 1% et chacune chargée séparément sur un gradient. Les courbes d’étalonnage sont
données Figure 56.’¢étalonnage des gradients de sucrose est quasiment identique quel que

soit le détergent non dénaturant utilisé.

11.1.3. Modification du statut oligomérigue des transporteurs ABCD

peroxysomaux en fonction des conditions de lyse

Le clone 28.38 surexprimant ABCD2-EGFP apres induction par la doxycycline a été lysé soit
en présence de SDS, un détergent ionique dénaturant qui dissocie les complexes protéiques,
soit en présence d’un détergent non ionique, le Triton X-100 (résultats non montrés), le -

DDM ou I’a-DDM décrits pour maintenir les interactions protéine / protéine. Les complexes
protéigues solubilisés ont ensuite été fractionnés par sédimentation sur un gradient de sucrose
5-30%. Les fractions récupérées a 1’équilibre en partant du haut du gradient ont été déposées

sur SDS-PAGE puis analysées en immunoblot afin de localiser ABCD1 (Figure 57A),
ABCD2-EGFP (B) et ABCD3 (C).

En présence de SDS, les trois transporteurs monomériques sont retrouvés majoritairement
centrés sur les fractions 6-7 pour ABCD1 et ABCD3 et 7-8 pour ABCD2-EGFP. En revanche,
lorsqu’un détergent non dénaturant est utilisé pour la solubilisation, les transporteurs ABCD

sont retrouvés dans des fractions beaucoup plus denses, contenant donc des complexes de plus
haut poids moléculaire. Ceci est valable pour le Triton X-100 (résultats non molrtfes),

DDM et I’a-DDM (Figure 57), avec un décalage plus important obtenu avec ces deux derniers
détergents. Si on compare la répartition des transporteurs ABCD peroxysomaux entre les
gradients en présence de B-DDM et ceux en présence d’a-DDM, on remarque que les
complexes sont mieux préservés en présence d’a-DDM. En effet, aved’a-DDM la présence
d’ABCDI1, ABCD2 et ABCD3 persiste dans des fractions de plus haut poids moléculaire

(Figure 57.
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Figure 57 : Etude du statut oligomérigue d’ABCDI (A), ABCD2-EGFP B) et ABCD3 C) par
sédimentation sur gradient de sucrose 5-30%.
Le clone 28.38 surexprimant ABCBZ:FP suite a [’induction par la doxycycline est lysé soit en

présence d’'un détergent ionique qui déstabilise les interactions protéine / protéine ; le SDS 1%, soit

en présence de détergent nionique décrit pour préserver les complexes protéiques, le f-DDM 1%
ou I’a-DDM 1%. Le lysat cellulaire est chargé sur un gradient de sucrose 5-30% puisfiraEtpar
sedimentation sur le gradient lors de ['ultracentrifugation. A [’équilibre, 23 fractions de 0,5 mL sont

récupérées, déposées sur SDS-PAGE puis analysées en immunoblot. La localisation des marqueurs
protéiques utilisés pour étalonner les gradients est indiquée en dessous de chaque ensemble

d’immunoblots (thyroglobuline (1) 669 kDa ; catalase (cat) 23ZDa, f-amylase (b) 200 kDa ;
conalbumine (c) 75k Da et ovalbumine (0) 44k Da).
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11.1.4. Estimation de la taille des complexes protéigues contenant ABCD1,
ABCD2-EGFP et ABCD3

Une étude par sédimentation sur gradient de sucrose est bien entendu moins précise qu’une
¢lectrophorese sur gel d’acrylamide en conditions natives, pour estimer la taille de complexes
protéiques. Néanmoins, elle permet de donner une fourchette de tailles dans laquelle situer les

complexes protéiques.

Il faut noter que les protéines oligomériques utilisées lors de I’étalonnage des gradients, sont

des protéines solubles. Leur masse moléculaire apparente est donc proche de leur masse
moléculaire théorique. En revanche, pour les protéines membranaires qui sont solubilisées,
leur masse moléculaire apparente comprend non seulement la masse des protéines, mais
également la masse moléculaire des micelles de détergent. De facon approximative, la masse
moléculaire d’une micelle d’a-DDM est de 4&kDa, celle du B-DDM de 60 kDa et enfin celle

du SDS de 18 kDa.

Afin d’estimer la taille des complexes moléculaires dans lesquels se retrouvent les
transporteurs ABCD peroxysomaux, j’ai réalisé une analyse densitométrique de la répartition
d’ABCDI1 (Figure 58A), ABCD2-EGFP (B) et ABCD3 (C) dans les fractions issues des
gradients de sucrose réalisés en SDS, en B-DDM et en a-DDM. D’aprés 1’analyse
densitométrique, il semblerait qu’a la suite d’une lyse en f-DDM, ABCD1, ABCD2-EGFP et

ABCD3 soient majoritairement retrouvées dans des complexes de 100 a 350 kDa, qui
pourraient correspondre a des diméres. En revanche, apres une d&Déh ABCDL1 et
ABCD2-EGFP sont retrouvées dans des fractions de poids moléculaires supérieurs a des
diméres, correspondant a des complexes de 200 a 600 kDa (Figure 58 A et B). Les deux
transporteurs seraient donc présents dans la membrane peroxysomale sous une forme
oligomérique supérieure a des dimeres. Concernant ABCD3, sa distribution dans le gradient
de sucrose apres une lyse DM ne suit pas exactement celle d’ABCDI et d’ABCD2-

EGFP. Comme pour les deux autres demi-transporteurs, ABCD3 est retrouvée dans des
fractions contenant des complexes protéiques de masse moléculaire supérieure a des dimeres.
En revanche, une part importante de la protéine est en plus observée dans les fractions de trés
hauts poids moléculaires, jusqu’a la derniére fraction du gradient (Figure 58). Il est difficile

de conclug sur une forme oligomérique d’ABCD3 qui semblerait supérieure a celle

d’ABCDI1 et ABCD2-EGFP. Il pourrait d’avantage s’agir d’agrégats.
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Figure 58 : Analyse densitométrique de la répartition d’ABCDI (A), ABCD2-EGFP B) et
ABCD3 () dans les fractions issues des gradients de sucrose 5-30%.

Le clone 28.38 surexprimant ABCIBZ:FP suite a ['induction par la doxycycline est lysé soit en
présence de SDS 1%, soit de [5- ou d’a-DDM 1%.

[I.2. Etude du statut oligomérique des transporteurs ABCD peroxysomaux par gel

d’électrophorése en conditions natives

L’¢tude du statut oligomérique des transporteurs ABCD peroxysomaux par
sédimentation sur gradients de sucrose a permis de montrer que ces transporteurs sont
présents dans des complexes moléculaires de taille supérieure a des diméres. Afin de préciser
leur état oligomérique, nous avons opté pour I’électrophoreése sur gel d’acrylamide en
conditions non dénaturantes. Ce type d’électrophoreése permet de séparer les complexes
protéigues en fonction de leurasse moléculaire, et surtout d’identifier par la suite les
protéines qui entrent dans la composition des complexes grace a une migration dénaturante
réalisée dans une deuxieme dimension (Figuye 59
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1¢r¢ dimension : 2éme dimension :
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|L> Transfert des protéines
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Figure 59: Schéma illustrant le principe d 'une électrophorese bidimensionnelle (2D).

Lors de la 1ére dimension, les complexes protéiques sont séparés en condition nativergrdarigra
un gel de polyacrylamide ; la seconde dimension permet de séparer les constituants prdgsques
complexes en condition dénaturante, en présence de SDS.

11.2.1. Préparation de fractions enrichies en protéines membranaires et en

peroxysomes

L’¢lectrophorese sur gel d’acrylamide en conditions non dénaturantes est une technique trés
délicate qui nécessite notamment des €chantillons concentrés en protéines d’intérét. C’est
pourquoi j’ai enrichi mes échantillons en purifiant les membranes totales ou bien les

peroxysomes, a partir du clone 28.38 induit a la doxycycline.

Concernant la préparation des membranes totales, les cellules reprises dans un tampon hypo-
osmotique ont été éclatées grace a un homogénéisateur de type Dounce (espace entre le
renflement du piston et la paroi du mortier adapté pour également éclater les organites), puis
les membranes totales ont été culotées par ultracentrifugation. Pour la préparation des
fractions enrichies en peroxysomes, les cellules ont également été reprises dans un tampon
hypo-osmotique puis éclatées dans un homogénéisateur de type Dounce, mais cette fois ci
I’espace entre le renflement du piston et la paroi du mortier est adapté pour maintenir les

organites intacts. La fraction peroxysomale contenant en théorie les peroxysomes intacts
(fraction contaminée par les mitochondries Iégéres et les lysosomes) est ensuite récupérée par
centrifugations différentielles. L’enrichissement des échantillons en protéine ABCD2-EGFP

est présenté dans la Figure 60.
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Figure 60 : Enrichissement en protéines ABCD2-EGFP dans la préparation de membranes totales et
dans la fraction enrichie en peroxysomes, obtenues a partir du clone 28.38 induit a la doxycycline.

D’aprés une analyse densitométrique réalisée sur I’'immunoblot, la préparation de membranes
totales présente un enrichissement en protéine ABEXRER d’environ 10 fois par rapport au

lysat total (Figure 60, piste 1), tandis que la fraction peroxysomale est enrichie de 15 a 20
fois.

Les échantillons a déposer sur gels natifs seront donc préparés a partir des membranes totale
et des peroxysomes purifiés, et les complexes protéiques seront solubilisés en présence d’a-

DDM. Ce détergent noronique a déja été utilisé lors de 1’étude du statut oligomérique des
transporteurs ABCD peroxysomaux par sédimentation sur gradient de sucrose. D’apres les

résultats que nous avons obtenus (Figupela8DDM est le détergent non dénaturant le plus

approprié pour préserver 1’intégrité de nos complexes protéiques.

Contrairement a 1’¢tude par sédimentation sur gradient de sucrose, Les protéines ne sont pas
solubilisées a partir de cellules, mais a partir de membranes (totales ou peroxysomales). Il a
donc fallu déterminer & nouveau, quelle concentration de détergiést afin que 1’étape de
solubilisation de nos ABCDs soit optimale. Pour cela, la fraction enrichie en peroxysomes
(1 pg/uL) est mise en présence de différentes concentrations d’a-DDM. Aprés solubilisation

des protéines, les préparations ont été centrifugées 10 min a 20 000g afin de culoter les
éventuels agrégats. Les protéines contenues dans le surnageant (protéines solubles et
solubilisées) et dans le culot ont ensuite été analysées en immunoblot avec les anticorps anti-
ABCDL1 (Figure 61A), anti-GFP (B) et amiBCD3 (C). D’apres les résultats obtenus, la

totalit¢ d’ABCD2-EGFP et d’ABCD1 sont solubilisées a partir de 0,2% d’a-DDM dans le

tampon de lye. La solubilisation d’ABCD3 ne suit pas exactement le méme profil que celle
d’ABCD2-EGFP et d’ABCDI. En effet, quelle que soit la concentration d’a-DDM dans le

tampon de lyse, la protéine n’est jamais solubilisée de maniére totale. Le maximum de
solubilisation d’ABCD3 (60-70%) est atteint avec 0,2% d’a-DDM dans le tampon de

solubilisation.
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Figure 61: Etude de la solubilisation d’ABCDI (A), d’ABCD2-EGFP B) et d’ABCD3 (C,) a partir

de la fraction enrichie en peroxysome, en fanctle la concentration en a-DDM utilisée (de 0,1% a

1%; (m/v)).

Aprés 20 min de solubilisation a 4°C, puis 10 min de centrifugation a 20 000g, les protéines
solubilisées sont contenues dans le surnageant (S), tandis que les protéines non solubilisées, ou
agrégats, sont récupérées dans le culot (C). Les fractions solubles (S) et non sGlubteg €nsuite
déposées sur SDS-PAGE puis analysées en immunoblot. Les graphiques obtenus par analyse
densitométrique des immunoblots représentent le pourcentage de protéines saudilig@etion du
pourcentage d’a-DDM utilisé.
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11.2.2. Electrophorése en conditions natives

Plusieurs protocoles d’électrophorese native existent dans la littérature, dont le plus répandu

est le « Blue Native PAGE » qui consiste a réaliser une électrophorese native ecepiésen

bleu de Coomassie (R-250), ajouté dans les échantillons protéiques ainsi que dans le tampon
de migration. Cette molécule chargée négativement se fixe sur les complexes protéégues et
charge négativement sans les perturber, facilitant alors leur migration dans le gel. Les
premiers tests de gel bleu natif se sont malheureusement révélés infructueux. Le gel bleu natif
est en général utilisé pour des protéines purifiées et pour lesquelles le transfert ultérieur sur
membrae de PVDF ne s’aveére pas nécessaire. Dans notre cas, le transfert doit avoir lieu pour

pouvoir ensuite détecter nos protéines d’intérét par immunoblot et méme si la fixation du bleu

de Coomassie est donnée pour étre réversible dans certaines conditions, nos membranes
restent colorées en bleu, ce qui peut géner la reconnaissance de I’épitope par les anticorps

utilisés lors de la révélation des membranes. Une alternative a 1’utilisation du bleu de
Coomassie consiste a ajouter du Dériphat (lag#iyhinodipropionate) dans le tampon de
migration (Peteret al. 1991) Il s’agit d’un détergent qui préserve 1’intégrité des complexes
protéiques tout en les chargeant négativement facilitant, tout comme le bleu de Coomassie,
leur migration dans le gel. Cette variante a déja été utilisée pour mettre en évidence
I’oligomérisation du transporteur ABCA1 (Trompier et al. 2006). Le protocole décrit par

Peter and Thornber en 1991, a été modifié par I'utilisation d’un tampon de migration a la

cathode composé de Tris-Histidine. Ce tampon a été décrit pour améliorer la migration des
protéines basiques (Niepmanet al. 2006). Nos transporteurs ABCD peroxysomaux
possedent en effet, des points isoélectriques théoriques relativement basiques (pHi de 8,74
pour ABCD1, pHi de 8,44 pour ABCD2-EGFP et pHi de 9,32 pour ABCD3).

Lors des premieres électrophoréses natives en présence de Dériphat (DNE, « Deripdhat Nati
Electrophoresis), j’ai testé différentes conditions de préparation des échantillons, afin
d’optimiser la migration de nos complexes protéiques. Les solubilisations ont été réalisées en
présence de 0,2% ou 1%xeDDM et différentes quantité de protéines ont été déposeées sur le
gel natif : 10 pg de protéines membranaires et 1 pg ou 5 pug de protéines peroxysomales.
Apres migration sur la nuit & 4°C, les protéines ont été transférées sur membrane de PVDF,
ultérieuement révélées par ’anticorps anti-GFP (Figure 62), puis par ’anticorps anti-

ABCDL1 (B).
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D’aprés les résultats obtenus, seul le dépdt de 5 pg de protéines peroxysomales solubilisées en

présence de 0,2% d’a-DDM permet une migration correcte des protéines ABCD2-EGFP et
ABCD1 en conditions native. Ainsi, dans ces conditions, ABCD2-EGFP (110 kDa) est
retrouvée dans une complexe moléculaire d’environ 480 kDa qui pourrait correspondre a un
tétrameére (Figure 62A). Concernant ABCD1 qui présente une masse moléculaire théorique de
82 kDa, la protéine est non seulement retrouvée dans un complexe protéique aux alentours de
400 kDa compatible avec farme tétramérique, mais également dans un complexe d’environ

200 kDa compatible avec la forme dimérique (Figure 62B).
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Figure 62: Etude du statut oligomérique d’ABCD2-EGFP (A) et d’ABCDI (B) par électrophorése sur

gel d’acrylamide en condition non dénaturante.

Les échantillons déposés sur le gel sont préparés a partir de membranes totales ou d’une fraction
peroxysomale, issus du clone 28.38 induit a la doxycycline. Les protéines sont solubilisées en présence
d’a-DDM a 0,2% ou 1%. Une quantité (qté) de 10 pg de protéines membranaires est déposée sur gel,
contre 1 et 5 pug de protéines peroxysomales. Aprés migration, les protéines sont trarmferée
membrane de PVDF, puis révélées a ['aide de [’anticorps anti-GFP (A) et [’anticorps anti-

ABCDL1 (B).

Apreés ces premiers résultats, j’ai cherché a affiner la concentration d’a-DDM utilisée lors de

la lyse, afin d’optimiser la migration d’ABCD2-EGFP et ABCD1 en condition native. Les
échantillons préparés a partir de la fraction peroxysomale ont été solubilisés avec des
concentrations croissantes d’a-DDM : 0,1% ; 0,2% ; 0,35% ; 0,5% et 1%. Cinq ug de
protéines peroxysomales ont été déposés sur gel. Apres migration, les protéines ont été
transférées sur membrane de PVDF, révélées par I’anticorps anti-GFP (Figure 63A), puis par

I’anticorps anti-ABCD1 (B).
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Figure 63: Etude du statut oligomérique d’ABCD2-EGFP (A) et d’ABCDI (B) par électrophorése sur

gel d’acrylamide en conditions non dénaturantes.

Les échantillons déposés sur le gel sont préparés a partir d’une fraction peroxysomale issue du clone

28.38 induit a la doxycycline. Les protéines sont solubilisées en présence de concentrations
croissantes d’a-DDM (0,1% a 1%). Une quantité (qté) de 5 ug de protéines peroxysomales est
déposée sur gel. Aprés migration, les protéines sont transférées sur membrane de PVDF, puis révélées
a l'aide de ’anticorps anti-GFP (A) et de [’anticorps anti-ABCD1 (B).

Les résultats obtenus sont identiques a ceux de l’électrophorése présentée précédemment
(Figure 63. La solubilisation des protéines peroxysomales avec 0,2% d’a-DDM reste la
meilleure condition pour faire migrer correctement nos complexes protéiques. ABCD2-EGFP
est de nouveau retrouvéend un complexe moléculaire d’environ 480 kDa (Figure 63A),

tandis qu’ABCD1 est retrouvée dans un complexe d’environ 400 kDa (Figure 63B).
Cependant, les résultats obtenus lors d’une troisiéme é€lectrophorese native, réalisée dans des
conditions identiques, confirment qu’ABCD1 est retrouvée dans deux complexes de taille
différente: majoritairement dans un complexe d’environ 400 kDa, mais également dans un

complexe d’environ 200 kDa (résultats non montrés).

D’aprés la premicre dimension non dénaturante, on peut d’ores et déja supposer qu’ABCDI et
ABCD2-EGFP sont majoritairement compris dans des complexes distincts puisque le signal
correspondant & ABCD1 ne se superpose pas a celui d’ABCD2-EGFP (Figure 64).
L’interaction entre les deux transporteurs, visualisée précédemment par co-
immunoprécipitation, serait alors minoritaire. La réalisation d’une deuxiéme dimension
dénaturanteest absolument nécessaire afin d’identifier les partenaires des transporteurs
ABCDL1 et ABCD2. Plusieurs essal%lectrophoréses bidimensionnelles ont été réalisédls

ont permis de séparer en conditions natives, puis dénaturantes, les marqueurs correspondant a
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des protéines oligomériques solublés tiche s’avere plus compliquée concernant les

protéines ABCD1 et ABCD2, hydrophobes et impliquées dans des complexes protéiques de
haut poids moléculaire. Bien que leur migration en conditions non dénaturantes soit au point,
il a été impossible de les faire migrer en conditions dénaturantes, les 2 protéines restant

immobilisées dans la bandelette de gel natif.

A & B &L
< <
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Figure 64: Alignement des protéines ABCB@FP et ABCDI séparées sur gel d’électrophorése
d’acrylamide en condition native.

Pour chaque alignement, les immunoblots correspondent a la méme piste, dans laquelleétvaient
deposés 5 ug de protéines peroxysomales solubilisées dans 0,2% d’a-DDM. L’alignement de gauche

est issu des immunoblot présentés dans la Fi§@reandis que I’alignement de droite reprend les
immunoblots présentés dans la Figure 63.

Pour conclure, les résultats obtenus par électrophorése non dénaturante sont en accord avec
ceux obtenus précédemment par sédimentation sur gradient de sucrose. Les transporteurs
ABCD peroxysomaux sont retrouvés dans des complexes protéiques de taille supérieure a de

simples diméres et qui pourraient tout a fait correspondre a des tétrameres.

Ces résultats obtenus par électrophorese native, ainsi que ceux obtenus par co-
immunoprécipitation, sédimentation sur gradient de sucrose eivo par Duolink, vont
prochainement faire I’objet d’une publication qui traitera du statut oligomérique des

transporteurs ABCD peroxysomaux.
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[ll. DISCUSSION

Dans le cadre de ma these, un des objestifsde préciser 1’état oligomérique d’ABCD2, et

plus généralement des transporteurs ABCD peroxysomaux. Pour répondre a cet objectif,
plusieurs techniques couramment utilisées dans I’étude de I’oligomérisation des transporteurs

ABC ont été mises en place : la co-immunoprécipitation, la sédimentation sur gradient de
sucrose et I’¢électrophorése en conditions natives. Nous avons également utilisé la méthode de

« Duolink in situ Proximity Ligation Assay », afin de mettre en évidence la proximité entre

les transporteurs ABCD peroxysomaux dans les membranes.

[ll.1. Interaction entre les transporteurs ABCD peroxysomaux

La technique de « Duolink in situ Proximity Ligation Assay », combinée a la co-
immunoprécipitation nous a permis de montrer que dans le clone 28.38, la protéine ABCD2-
EGFP interagit avec ABCD1 et ABCD3. De plus, le demi-transporteur ABCD1 pourrait
interagir avec ABCD3. Ces résultats viennent confirmer ceux publiés dans plusieurs articles
qui suggerent que les transporteurs ABCD peroxysomaux interagissent les uns avec les autres
(Liu et al. 1999 Smith et al. 1999 Tanakaet al. 2002 Guimaraeset al. 2004 Hillebrand et

al. 2007 Hillebrandet al. 2012). Cependant, a patirticle de Guimaraet al. qui n’exclut

pas la possibilité d’une oligomérisation des transporteurs ABCD peroxysomaux supeérieure
aux dimeres, bien souvent les publications concluent sur leur homo- ou hétéro-dimérisation.
Or la co-immunoprécipitation, le FRET, ou encore le BRET, ne peuvent juger que de

I’interaction, directe ou non, entre deux protéines cibles...

La co-immunoprécipitation est trés dépendante des anticorps utilisés lors de
I’immunoprécipitation. En effet, en se liant a son épitope, celui-Ci peut altérer les interactions
protéine-protéine et géner la co-immunoprécipitation de protéines. Lors de
I’immunoprécipitation de la protéine ABCD2-EGFP par I’anticorps anti-GFP, la totalité de la
protéine est immunoprécipitée, et ce quel que soit la quantité de lysat protéique utilisée. Les
protéines ABCD1 et ABCD3 sont co-immunoprécipitée avec ABCD2-EGFP, mais pas en
totalité. Cette observation pourrait étre liee a la déstabilisation des interactions entre ABCD2-
EGFP et les deux autres transporteurs ABCD peroxysomaux, par 1’anticorps anti-GFP utilisé

pour I’immunoprécipitation. Mais elle pourrait tout autant traduire le fait qu’ ABCD2-EGFP

appartient a plusieurs types de complexes protéiques, dans lesquels ABCD1 et ABCD3 sont
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parfois absents. Ces hypothéses pourraient également s’appliquer 8 ABCD1. En effet, comme
pour ABCD2EGFP, I’'immunoprécipitation d’ABCD1 est totale, tandis qu’ABCD2-EGFP est

co-immunoprécipitée seulement en partie.

l1l.2. Oligomérisation des transporteurs ABCD peroxysomaux

D’apres nos résultats obtenus par sédimentation sur gradient de sucrose, aprés une lyse en

SDS, les trois transporteurs ABCD peroxysomaux sont retrouvés centrés sur les fractions 6 a
8. En revanche, lorsqu’un détergent non dénaturant est utilisé pour la solubilisation (3-DDM

ou a-DDM), les transporteurs ABCD sont retrouvés dans des fractions beaucoup plus denses,
contenant donc des complexes de plus haut poids moléculaire. Ce décalage est trés
certainement li¢ a I’état d’oligomérisation des protéines qui varie en fonction des propriétés,
dénaturantes ou non, du détergent. Cependant, les protéines membranaires solubilisées sont
contenues dans des micelles de détergent, qui modifient plus ou moins leur masse moléculaire
apparente. De fagon approximative, la masse moléculaire d’une micelle d’a-DDM est de

40kDa, celle du p-DDM de 60 kDa et enfin celle du SDS de 18 kDa. Le décalage observé
entre le gradient réalisé en présence de SDS et les deux gradients réalisés en - et a-DDM

pourrait donc étre influencé par la taille des micelles de détergent utilisé pour lyser les
cellules. Toutefois, on peut remarquer qu’aprés une lyse en a-DDM, les demi-transporteurs
ABCD1, ABCD2 et ABCD3 sont retrouvés dans des fractions de plus haut poids moléculaire
qu’apres une lyse en B-DDM. Pourtant, la masse moléculaire d’une micelle d’a-DDM est de

40 kDa, tandis que la masse moléaelal’une micelle de p-DDM de 60 kDa. Ceci nous
conforte dans 1’idée que les transporteurs ABCD peroxysomaux seraient présents dans la
membrane peroxysomale sous une forme oligomérique supérieure a des diméres, et que les
complexes sont mieux préserves emesence d’a-DDM. Néanmoins, afin d’écarter
deéfinitivement le doute lié aux détergents, il est prévu de réaliser une sédimentation sur
gradient de sucrose a partir de cellules surexprimant un dimere ABCD chimérique. Les
cellules seront lysées a ’aide de B-DDM ou d’a-DDM, puis les complexes oligomériques
seront dissociés par ajout d’urée 3 M (Guimaraeset al. 2004). La localisation du dimere
chimérique dans le gradient a I’équilibre devrait confirmer ou non, que nos résultats sont
uniquement liés a 1’oligomérisation des transporteurs ABCD peroxysomaux et non au

détergent utilisé pour solubiliser les complexes protéiques.
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Au cours de ma these, afin de déterminer si les oligomeres avaient une valeur fonctionnelle,
nous avongenté d’évaluer ’influence de la présence des AGTLC diwligomérisation des
transporteurs ABCD peroxysomaux. Afin de tester cette hypothése, le clone 28.38
surexprimant ABCD2-EGFP a été cultivé 15h en présence ou non, de C24:0 ou de C26:0,
avant d’étre lysé a I’aide d’a-DDM, puis fractionné par sédimentation sur gradient de sucrose.
Que les cellules aient été cultivées en présence d’AGTLC ou non, la répartition d’ABCD1 et
d’ABCD2-EGFP est identique dans les gradients de sucrose (résultats non montrés). Les
protéines sont retrouvées dans des fractions recueillant des complexes protéiques de haut
poids moléculaire (200 kDa 600 kDa). Le prétraitement des cellules avec des AGTLC
n’induirait pas la formation de complexes oligomériques plus important. Avec le recul, il

aurait été préférable de lyser les cellulémale de B-DDM. En effet, d’aprés nos résultats, le

B-DDM préserve moins bien nos complexes que I’a-DDM. Or les AGTLC pourraient étre
impliqués dans la stabilisation d’ABCD1 et d’ABCD2-EGFP sous forme oligomérique. Dans

ce cas, la répartition d’ABCDI1 et d’ABCD2-EGFP dans le gradient de sucrose en présence de
B-DDM, devait étre identique a leur répartition dans le gradient de sucrose en présence d’a-

DDM.

Nos résultats d’électrophorése en conditions natives, réalisée en présence d’a-DDM,
concordent avec ceux obtenus par sédimentation sur gradient de séd@adel et ABCD2-

EGFP sont retrouvés dans des complexes d’environ 200 et 400 kDa pour ABCDI1 et d’environ

480 kDa pour ABCDZGFP. Ceci laisse présager qu’ABCD1 et ABCD2-EGFP seraient
présents sous forme de tétraméres dans la membrane peroxysomale, mais également sous
forme dimérique pour ABCD1. Aucun résultat satisfaisant n’a été obtenu au sujet du statut
oligomérique d’ABCD3. Contrairement a ABCD1 et ABCD2-EGFP, la solubilisation
d’ABCD3 a partir d’'une fraction enrichie en peroxysome n’est jamais totale, malgré
I’utilisation de concentrations croissantes d’a-DDM (0,2% a 1%). D’aprés une publication

récente, le demi-transporteur ABCD3 serait contenu dans des radeaux lipidiques résistants au
Triton X-100, ce qui pourrait expliquer notre difficulté a le solubiliser (Woudenbesgj.

2010).
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[. L’ IDENTIFICATION DES SUBSTRATS TRANSPORTES PAR LES DIMERES
CHIMERIQUES ET LES LIMITES DU MODELE CELLULAIRE

Notre stratégie d’étude basée sur 1’utilisation de diméres chimériques s’est révélée efficace

puisqu’elle nous a permis de montrer pour la premiére fois que les transporteurs ABCD1 et

ABCD?2 sont fonctionnels quel que soit leur agencement dimérique, et qu’ils transportent du

C26:0, du C26:1, et du C24:1. Seulement, dans 1’état actuel, I’identification des substrats s’est

limitée aux AGTLC qui s’accumulent dans les lipides des fibroblastes déficients en ABCDJ, a

savoir, le C26:0, le C26:1, le C24:1. Pourtant, les transporteurs ABCD peroxysomaux sont

susceptibles d’importer de nombreux substrats (les AG polyinsaturés, comme le DHA ou ses

précurseurs ; les AG méthylés, comme 1’acide pristanique et 1’acide phytanique ; les AG

dicarboxyliques, ou encore les alcodiras), et il sera donc nécessaire d’élargir notre

investigation. De plus, I’identification de substrats par mesure de 1’activité de B-oxydation

peroxysomale des substrats est également limitée, car seulement certains AG radiomarqués

sont disponibles : AG saturés (C20:0, C22:0, C24:0 et C26:0), AG monoinsaturés (C18:1,

C20:1 et C22:1), AG polyinsaturés n-3 (précurseurs du DHA : C18:3, C20:5 et C22:4), AG

polyinsaturés n-6 (C18:2, C20:4, C22:4, C22:5 et C24:4), alcool gras (docosanol) (société

ARC « American Radiolabeled Chemicals »). Pour contourner ce probléme, il existe une

méthode alternative de mesure de B-oxydation peroxysomale dans des fibroblastes, qui n’est

pas basée sur 1’utilisation d’AG radiomarqués (Kemp et al. 2004). Cette méthode alternative

non radioactive, utilise des AG marqués au deutérium, plus largement commercialisés que les

AG radiomarqués (société « Larodan Fine Chemicals »).

Mais comment poursuivre [’investigation des substrats transportés par les dimeres

chimérigues dans notre modéle cellulaire ?

La premiere piste a suivre consiste a augmenter la précision dans 1’analyse lipidique, en

ciblant le dosage des substrats dans une classe de lipides. En effet, il a été montré que dans le
cerveau des patients atteints d’X-ALD (dans la matiére blanche et les plaques de
démyélinisation), les lipides totaux contiennent 5 a 7 fois plus de C26:0 que les lipides totaux
d’un cerveau normal (Wilson et al. 1993). Excepté le phosphatidylinositol, toutes les classes

de lipides accumulent du C26:0 (les cérébroside®Uala sphingomyéline ou encore les
sulfatides), mais 1’accumulation la plus importante est retrouvée dans les esters de cholestérol

(de 25 fois dans la matiére blanche, jusqu’a 200 fois dans les plaques de démyélinisation !).
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Le C24:0 est galement décrit pour s’accumuler chez les patients atteints d’X-ALD. Or dans

notre lignée de fibroblastes issus d’un patient atteint d’X-ALD, aucune accumulation de

C24:0 n’est observée dans les lipides totaux. Cependant, il est fort probable qu’il s’accumule

dans une classe de lipides, mais que cette accumulation ne soit pas suffisante pour étre
observée dans les lipides totaux. Ainsi, afin d’évaluer si les diméres chimériques transportent

du C24:0, on pourrait cibler son dosage, dans une classe de lipide connue pour accumuler les
AGTLC chez les patients atteints d’X-ALD, telle que les esters de cholestérol. Afin
d’augmenter la précision dans 1’analyse lipidique, on pourrait envisager de doser les AG plus
longtemps aprés la transfection. En effet, les AG sont en perpétuelle dynamique dans les
cellules, mais le renouvellement des AGTLC dans les lipides membranaires est un processus
vraisemblablement trés lent. En effet, la diminution des niveaux de C26:0, dans les lipides
totaux de fibroblastes de patients X-ALD présentant des mutations conformationnelles sur
ABCD1 a été mesurée aprés 4 semaines de culture & 30°C (Zhang et al. 2011). Ainsi, la
surexpression des dimeres chimériques dans les fibroblastes déficiehBCEY], pourrait

avoir un effet plus visible sur les niveaux en AG contenus dans les lipides, a long terme. Dans
I’état actuel, cette piste ne peut pas étre envisagée car les cellules sont transfectées de fagon
transitoire. Afin d’observer les effets des diméres chimériques a plus long terme, il faudrait

réaliser des transfections stables.

La seconde piste a suivre pour poursuivre 1’investigation des substrats dans notre modé¢le
cellulaire, consiste a prétraiter les fibroblastes (transfectés ou non) avec les substrats
potentiels (AG polyinsaturés, AG éthylés...), afin de forcer leur accumulation dans les
membranes. C’est cette méthode qui a d’ailleurs été utilisée lors de la caractérisation
fonctionnelle d’ABCD2 développée au laboratoire, mais uniquement avec du C24:0 et du
C26:0 (Genin et al. 2011), et qui pourrait étre complétée par le dosage des substrats potentiels
dans les esters de cholestérol, toujours dans 1’optique d’augmenter la précision dans les

analyses lipidiques.

Pourtant malgré ces pistes stratégiques, ’identification des substrats transportés par les
dimeres chimériques incluant ABCD3 risque d’étre compliquée. En effet, les fibroblastes
cutanés humains expriment le transporteur ABCD3 a un niveau éleve, tandis que d’aprés une

étude par northern-blot, ils expriment peu ABCD2 (Holzinger et al. 1997), et que la protéine
ABCDI est absente des cellules. Méme si le faible niveau d’expression d’ABCD2 n’a pu étre

confirmé au niveau protéique, a cause de I’absence d’anticorps réactif en immunoblot, cela
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n’est pas trés important, tout du moins vis-a-vis du C26:0, et peut-étre également vis-a-vis des
autres AG. En effet, la protéine ABCD2 ne jouerait qu’un role mineur dans la f-oxydation
résiduelle du C26:0 observée dans les fibroblastes déficierdBED1 (Wiesinger et al.
2013). Dans ces cellules, f-oxydation résiduelle du C26:0 serait principalement médiée par
la protéine ABCD3, avec cependant une efficacité plus faible que la protéine ABCD1. La
surexpression des protéines chimériques incluant ABCD3 devra étre suffisamment élevée
pour que l’on puisse observer une différence dans la composition lipidique, entre les
fibroblastes transfectés et les fibroblastes non transfectés. Afin de s’affranchir de ce probléme,

la stratégie consisterait a diminuer I’expression endogene d’ABCD3 dans les cellules, grace a

la technique d’interférence ARN, mais en veillant toutefois a ce que I’extinction du géne
ABCD3 n’entrave pas I’expression des dimeres chimériques incluant ABCD3. En effet,
I’interférence ARN est basée sur la dégradation de I’ARNm d’un géne cible, suite & son
interaction avec un petit ARN interférant dont la séquence est spécifique du géne cible. Ainsi,
il ne faudrait pas que ’ARN interférant spécifique d’ABCD3, interagisse avec I’ARNm

codant un dimere chimérique contenant ABCD3 et le dégrade.

Quelles que soient les améliorations apportées a notre modéle cellulaire, le transport des
substrats pris en charge par les diméres chimérigues restera évalué de facon indirecte, par la
mesure de B-oxydation du substrat, ou son dosage dans les lipides. Afin d’identifier de facon

directe les substrats des transporteurs ABCD peroxysomaux, |’utilisation de vésicules
membranaires reconstituées a partir de peroxysome purifiés ou bien I’utilisation de
peroxysomes purifiés a déja été tentée, mais sans succes (équipe de Wanders RJ, résultats non
publiés). En effet, les membranes peroxysomales sont trés fragiles et perméables une fois
purifiées (Antonenkov et al. 2004). La purification des peroxysomes nécessite 1’utilisation

d’un tampon hypoosmotique pour la lyse des cellules, auquel les peroxysomes sont trés
sensibles. Malgré plusieurs améliorations apportées au protocole de purification, comme
’utilisation de polyéthyléne glycol 1500 servant a protéger les peroxysomes de la pression
osmotique, les peroxysomes purifiés ne sont toujours pas intacts (Antonenkov et al. 2004).
Ainsi, contrairement aux mitochondries, il n’est pas possible de travailler a partir de

peroxysomes purifiés pour étudier le transport de substrats a travers sa membrane.

Depuis quelgues années, plusieurs transporteurs ABC eucaryotes ont été reconstitués dans des
liposomes (Wang et al. 2008; Herget et al. 2009; Zehnpfennig et al. 2009; Telbisz et al. 2013).

Cette méthode est a ce jour la seule qui permet d’identifier de fagon directe les substrats des
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transporteurs ABC. Il serait envisageable de reconstituer nos diméres chimériques dans des
liposomes, afin d’identifier leur substrat, voir méme de déterminer 1’affinité avec laquelle un

dimere prend en charge un substrat. D’ailleurs, la reconstitution d’ABCD1 et d’ABCD2 dans

des liposomes a déja été réalisée, mais malheureusement, une fois insérés dans les liposomes,
les deux transporteurs peroxysomaux perdaient leur fonctionnalité, vue 1’absence d’activité

ATPase mesurée (basale ou en présence d’AGTLC) (Morita et al. 2006). Pourtant, plusieurs
études basées sur la reconstitution de protéines membranaires peroxysomales dans des
liposomes se sont révélées concluantes. Cette approche a ainsi permis d’identifier le substrat

du transporteur peroxysomal PMP34 (nucléotides) (Visser et al. 2002) et de mettre en
évidence plusieurs transporteur peroxysomaux : un transporteur facilitant le passage du
phosphate peroxysomal (Visser et al. 2005), un transporteur d’isocitrate et d’a-cétoglutarate

(Visser et al. 2006), un transporteur de sels biliaires (Visser et al. 2007), et enfin un
transporteur de CoA, FAD et NAD+ codé par le gene SLC25A17 (Agrimi et al. 2012). A ce
jour, toutes les tentatives de reconstitution des transporteurs ABCD peroxysomaux (en homo-

ou hétéro-dimeres) dans des liposomes, ont échoué (Wanders et al. 2007).

Cependant, les substrats des transporteurs ABCD peroxysomaux sont trés hydrophobes et sont
probablement pris en charge par des protéines solubles qui les véhiculent dans le cytosol
jusqu’aux transporteurs, ou qui les récupérent a l'intérieur du peroxysome apres leur
transport. La reconstitution de transporteurs ABCD peroxysomaux dans des liposomes reste
donc envisageable, mais I’évaluation du transport de substrats pourrait étre limitée par

I’absence des protéines nécessaires a leur prise en charge. Cependant, la mesure de la
stimulation de Dl’activit¢é ATPase des transporteurs en présence d’un AG, pourrait tout de

méme permettre d’identifier leurs substrats, bien que ce soit indirect. En effet, si 1’activité

ATPase d’un transporteur est stimulée par un AG, suppose que le cycle catalytique s’est

déclenché suite a la fixation de cet AG sur le transporteur.

II. L’EXPLORATION DE L’AGENCEMENT OLIGOMERIQUE DES
TRANSPORTEURS ABCD PEROXYSOMAUX ET LES LIMITES LIEES A
L’UTILISATION DE DETERGENTS

Notre travail sur I’oligomérisation des transporteurs ABCD peroxysomaux, combinant la

sédimentation sur gradient de sucrose et 1’¢lectrophorése en conditions natives, envisage pour
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la premicere fois I’hypothése qu’ABCDI, 2, et 3, sont capables de s’oligomériser dans des

complexes de taille supérieure a de simples dimeres.

Les techniques que nous avons développées afin de mettre en évidence 1’agencement
oligomérique des transporteurs ABCD peroxysomaux, étaient basées sur 1’utilisation de
détergents non dénaturants. En effet, les transporteurs ABC sont des protéines trés
hydrophobes et 1'utilisation de détergents « doux » est nécessaire pour les extraire des
membranes tout en préservant leur statut oligomérique. Le B-DDM utilisé lors de nos
expériences, est un détergent non ionique connu pour sa bonne efficacité d’extraction et pour
préserver la structure et la fonction des protéines membranaires (Prive 2007), et dont
’utilisation est largement répandue dans les études structurelles et fonctionnelles des
transporteurs ABC (Denis et al. 2004; Ravaud et al. 2006; Trompier et al. 2006; Infed et al.
2011; Ellinger et al. 2013). Toutefois, on ne peut pas ignorer le risque d’agrégation des
protéines que les détergents peuvent induire, mais également leur effet potentiel sur la masse
moléculaire apparente des complexes protéiques. La méthode de kinkrossiivie d’une

étude par spectrométrie de masse, constitue une alternative intéressante pour étudier les
interactions entre protéineans les membranes, puisqu’elle ne nécessite pas 1’utilisation de
détergents (Sinz 2006). Cette méthode est basée sur la stabilisation in vivo des interactions
protéineprotéine, grace a des agents chimiques capables d’établir un pontage covalent entre

les chaines latérales des acides aminés. Une fois stabilisé dans la membrane, le complexe
d’intérét est isolé (par SDS-PAGE ou immunoprécipitation), puis analysé par spectrométrie

de masse. Cette méthode permet non seulement d’évaluer la taille et la composition de
complexes protéiques, mais elle présente 1’avantage non négligeable de faciliter 1’étude de
complexes transitoires, en stabilisant les interactions. La mise en place d’une telle technique

dans le cadre de I’étude structurelle des transporteurs ABCD peroxysomaux ne se limiterait

donc pas a confirmer leur agencement oligomérique, mais permettrait également d’identifier

leurs partenaires protéiques non ABC. Néanmoins, si la réaction n’est pas bien contrdlée, le

pontage covalent des acides aminés peut lier deux protéines qui sont simplement proches dans

la cellule, mais qui n’interagissent pas.

D’autres techniques qui n’utilisent pas de détergent, permettent de mettre en évidence les
interactions protéine-protéine. Par exemple, les techniques de FRET et de BRET, sont deux
techniques basées sur I’émission de fluorescence dans les cellules, seulement lorsque deux

protéines cibles interagissent. Ces deux techniques ont d’ailleurs été utilisées afin de mettre en
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¢vidence I’homodimérisation et I’hétérodimérisation d’ABCD1 et d’ABCD3 (Hillebrand et al.

2007; Hillebrand et al. 2012). Cependant, ces techniques nécessitent au préalable de cibler
deux partenaires potentiels, et ne permettent pas de définir la taille du complexe au sein
duquel interagissent les 2 protéines. Dans la méme idée, la méthode de « split ubiquitin », qui
est la méthode du double-hybride adaptée aux protéines membranaires, permet de détecter les
interactions protéine-protéine dans leur environnement natif cellulaire. Cette méthode est
bage sur I'utilisation des fragments N- et Cierminaux de 1’ubiquitine, fusionnés a deux

protéines dont veut montrer I’interaction, et d’un gene rapporteur. Le fragment C-terminal de
I’ubiquitine est également fusionné a une protéine, capable d’activer la transcription du géne
rapporteur. L’interaction spécifique entre les deux protéines permet la reconstitution de
I’ubiquitine, et entraine le clivage de 1’activateur de la transcription qui peut alors entrer dans

le noyau et activer la transcription du géne rapporteur. Contrairement au FRET et au BRET,
cette technique permet d’identifier tous les partenaires potentiels (criblage de banques), mais

tout comme le FRET et le BRET, elle ne permet pas de tirer de conclusion sur leur

agencement.

Finalement, le plusosivent, I’étude du statut oligomérique d’une protéine reste basée sur
’utilisation de détergents non dénaturants. Récemment, une nouvelle classe de détergents,

appelés calixarenes, a été élaborée spécifiguement pour étudier la structure des protéines
memlranaires, et en particulier des transporteurs ABC. D’aprés les premiers travaux publiés,

réalisés avec ces détergents, les calixarénes permettent d’extraire le transporteur BmrA («

Bacillus multidrug resistance ATP protein »), en préservant sa structure et sa fonction (Matar
Merheb et al. 2011). Nous avons eu I’occasion au laboratoire, de tester ces calixarénes sur nos
transporteurs ABCD peroxysomaux. D’aprés nos premiers résultats, la lyse du clone 28.38

avec certains calixarénes, permet d’extraire les protéines ABCD1 et ABCD2-EGFP des
membranes peroxysomales, en les maintenant sous forme oligomérique. En effet, suite a une
électrophorése en conditions natives réalisée a partir du clone 28.38, les deux protéines sont
retrouvées dans un complexe d’environ 480 kDa pour ABCD2EGFP, et d’environ 400 kDa

pour ABCD1. Ces résultats correspondent parfaitement avec ceux obtenus précédemment,

lorsque les cellules étaient lysées en présence d’a-DDM.
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. LA DYNAMIQUE D’INTERACTION DES TRANSPORTEURS ABCD
PEROXYSOMAUX

Grace a mon travail de thése, I’agencement oligomérique des transporteurs ABCD

peroxysomaux se précise mais se complique aussi un peu : en plus des dimeres, la présence de

complexes homo- et hétéro-oligomériques est dorénavant a envisager. Pour autants plusieur

points restent & préciser.

» Tout d’abord, comment évolue I’agencement oligomérique des transporteurs ABCD
peroxysomaux dans la cellule, depuis leur synthése dans le cytosol, jusqu’au transport de

substrats ?Higure 65)

D’une facon générale, les protéines membranaires peroxysomales ne sont pas des protéines
membranaires classiques car elles sont synthétisées sur des ribosomes libres, dans le cytosol.
Leur mPTS, signal’adressage au peroxysome, situé a leur extrémité N-terminale est reconnu

par PEX19 qui jouerait un rdle de protéine chaperonne et empécherait 1’agrégation des
protéines membranaires au cours de leur synthése. La dimérisation des demi-transporteurs
ABCD peroxysomaux permettrait de stabiliser les monomeres, mais on ne sait pas vraiment a
guel moment intervient cette dimérisation : est-ce avant leur adressage au peroxysome, ou une
fois qu’ils sont insérés dans la membrane ? La transcription-traduction in vito d’ABCD3 en

présence de PEX19 aboutit a la formation d’un complexe d’environ 100 kDa qui contiendrait

une protéine ABCD3 liée a une protéine PEX19 (Kashiwayama et al. 2005). D’apres les

auteurs, l’interaction de PEX19 avec ABCD3 serait co-traductionnelle et permettrait de
maintenir ABCD3 sous forme soluble avant son intégration dans le peroxysome. Par contre,
la présence du complexe de 100 kDa signifie que PEX19 interagit avec le monomere
d’ABCD3 et non pas avec le dimere. Cela suppose donc que la dimérisation d’ABCD3

n’aurait pas lieu avant son insertion dans la membrane du peroxysome. Lors de la synthése du
transporteur ABC entier CFTR (ABCC7) dans le réticulum endoplasmique, les 2 TMD sont
tout d’abord retrouvés dissociés dans la membrane du réticulum, puis s’associent et
acquierent ensuite leur conformation finale (Lukacs et al. 2012). Sur le méme modéle, les
demi-transporteurs ABCD peroxysomaux pourraient étre insérés dans la membrane
peroxysomale sous forme de monomere, grace au complexe PEX19/PEX3, puis rapidement
se stabiliser par dimérisation au sein de la membrane, ce qui permettrait d’achever leur
repliement dans la bonne conformation. Cette hypothése est en accord avec le fait que le
systéme de contrble qualité peroxysomal reconnait les probtemfesmationnels d’ABCD1
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seulement aprés sa dimérisation, en intervenant probablement dans la membrane du
peroxysome (Takahashi et al. 2007). En effet, au niveau cellulaire, la co-expression de formes
mutantes d’ABCD1 (mutants ABCD1 dégradés chez les patients X-ALD) avec la forme «

wild type » d’ABCD1 aboutit a la dégradation de la protéine ABCDI.

Les demi-transporteurs ABD peroxysomaux, stabilisés sous forme de dimeéres pourraient
ensuite s’oligomériser dans la membrane peroxysomale. L’oligomérisation des transporteurs

ABC pourrait faire intervenir des protéines non ABC, comme CAP70 qui favorise la
dimérisation et la conductance d’ABCC7 (CFTR) (Wang et al. 2000). D’apres deux articles,

les transporteurs ABCD1 et ABCD3 interagiraient avec plusieurs protéines. Du coté
peroxysomal, ABCDI interagirait avec FATP2, une synthétase impliquée dans ’activation

des AGTLC (Makkar et al. 2006). Du c6té cytosolique, ABCD1 et ABCD3 interagiraient
notamment avec FATP4, une synthétase impliquée dans 1’activation et le transport des
AGTLC (Hillebrand et al. 2012). Ces synthétases, également impliquées dans le transport des
lipides, pourraient favoriser 1’oligomérisation des transporteurs ABCD peroxysomaux. Afin

de tester cette hypothése, il serait intéressant d’étudier le statut oligomérique d’ABCDI, 2 et

3, dans des cellules, ou chez des souris, déficienteA®R4 (Herrmann et al. 2003; Jia et al.
2007), ou encore chez des souris déficienteEARP2 (Heinzer et al. 2003; Falcon et al.
2010). Plusieurs ¢études d’interaction protéine-protéine avec une approche globale (techniques
de co-fractionnement et de doulbigbride), ont permis d’identifier de nombreux partenaires
potentiels des transporteurs ABCD peroxysomaux (http://thebiogrid.org/106717/table/hnomo-
sapiens/abcdl.html). Afin de confirmer ces résultats, il est prévu de réaliser une analyse par
spectrométrie de masse, des complexes impliguant ABCD1 et ABCD2-EGFP, isolés par
¢électrophorese en conditions natives. L’¢tude devrait étre réalis€ée sur la plateforme
protéomique de Dijon (http://www.clipproteomic.fr/), & partir du clone 28.38 surexprimant ou
non la protéine ABCD2-EGFP, et devrait permettre de confirmer certains partenaires des

transporteurs ABCD peroxysomaux, ainsi que de découvrir de nouveaux partenaires.

Le transporteur ABCAL est un transporteur entier de la membrane plasmique (2 NBD et 2
TMD), impliqué dans transport de lipides. De facon intéressante, le transporteur ABCAL,
présent sous forme dimérique dans la membrane plasmique, s’oligomériserait suite a la
fixation et I’hydrolyse d’ATP (Trompier et al. 2006). La dissociation du transporteur ABCA1
interviendrait apres le transport du substrat. Ainsi, 1’oligomérisation des transporteurs ABC

pourrait étre liée au cycle catalytique et au cycle de transport et aurait donceun rél
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fonctionnel. En suivant cette hypothese, on pourrait imaginer que les transporteurs ABCD
soient présents sous forme dimérique dans la membrane a I’état basal, et que leur interaction

avec les protéines solubles (FATP4) qui apportent les substrats, puissent induire et/ou
stabiliser la formation d’oligomeéres nécessaires au transport des lipides dans le peroxysome.

Une fois les substrats a Dintérieur du peroxysome, les complexes oligomériques se
dissocieraient, et les transporteurs ABCD peroxysomaux seraient de nouveau sous forme
dimérique. Puisque des dimeres chimériques de transporteurs ABC entiers (CFTR) sont
fonctionnels (4NBD et 4 TMD) (Zerhusen et al. 1999), on pourrait envisager de vérifier si les
diméres de demi-transporteurs ABCD sont fonctionnels seuls ou associés par deux, en créant
des constructions plasmidiques codant des tétraméres chimériques de demi-transporteurs
ABCD...

» Ensuite, quel(s) facteur(s) contréle(nt) I’agencement oligomérique des transporteurs

ABCD peroxysomaux dans la membrane peroxysomale ?

D’apres nos résultats, ABCD1 et ABCD2 sont fonctionnels quel que soit leur agencement
dimérique. Ils sont donc susceptible de s’homo- et de s’hétérodimériser dans les cellules. On

peut vraisemblablement supposer que les niveaux d’expression de chaque transporteur jouent

un role important dans leur dimérisation. Si on prend en compte les profils d’expression en

miroir d’ABCD1 et d’ABCD2, il semble plus probable qu’in vivo I’association des deux
demi-transporteurs en hétérodimeére soit.r@ependant, 1’induction d’ABCD2 dans un tissu

riche en ABCD1 (comme le foie), pourrait aboutir a la formation d’hétérodimeres, tout aussi
fonctionnels que les homodiméres. Qu'en est-il de la fonctionnalité des dimeres comprenant
ABCD3? ABCD3 est exprimé de facon ubiquitaire et a un niveau relativement élevé par
rapport 8 ABCD1 et ABCD2. Or, si 1'on part du principe que c’est le niveau d’expression des
transporteurs qui contréle leur dimérisation, en plus de s’homodimériser, ABCD3 pourrait

trés vraisemblabent s’hétérodimériser avec ABCD1 et ABCD2. Il sera donc trés instructif

de vérifier si les diméres chimériques incluant ABCD3 sont fonctionnels et s'il existe des
différences quantifiables en fonction de I'agencement. D’apres la littérature, ABCD3 est le

seul a étre localisé dans des radeaux lipidiques (résistants au Triton X-100) parmi les
transporteurs ABCD peroxysomaux (ABCD1 serait présent dans des radeaux résistants au
Lubrol-WX) (Woudenberg et al. 2010). Si ABCD3 est effectivement isolé des autres
transporteurs dans des radeaux lipidiques distincts, cela va a I’encontre de son interaction

avec ABCD1 et ABCD2, que nous avons pourtant mis en évidence par co-
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immunoprécipitation, et qui a déja été relaté dans la littérature. Il pourrait donc exister deux
populations de transporteurs ABCD3, une isolée dans certains radeaux lipidiques et une
localisée hors de ces radeaux et susceptible d’interagir avec ABCD1 et ABCD2. On peut
supposer que la localisation membranaire d’ABCD3 est étroitement liée a son agencement
oligomérique et a sa fonctionnalité. Dans les radeaux lipidiques, son agencement
oligomérique ainsi que sa fonctionnalité pourraient €tre modulés par I’environnement

lipidique et protéique.

Quant a la formation des oligomeéres obtenus par association des diméres, celle-ci pourrait étre
finalement contr6lée par la quantité et la nature des substrats a transporter dans le
peroxysome. Il serait donc intéressant de réaliser une exploration des interactions entre les
transporteurs ABCD peroxysomaux in vivo, afin de vérifier si leur agencement dépend de leur
niveau d’expression dans les tissus, mais ¢galement si leur organisation dépend de
I’implication des tissus dans le métabolisme lipidique. Cette étude devrait étre menée chez des

souris ou des rats sauvage, mais également chez les souris déficiehbesBipour voir si

la perte du transporteur affecte 1’agencement d’ABCD2 et d’ABCD3, et enfin chez des souris
déficientes erAbcdlet surexprimanfbcd2 afin d’observer si I’induction d’Abcd2 modifie

I’agencement du transporteut celui d’ABCD3.

Pour conclure, mes résultats de thése suggerent que les transporteurs ABCD peroxysomaux
sont fonctionnels quel que soit leur agencement dimérique, et sont capalileser dans

des complexes oligomériques de taille supérieure a des dimeres, qui correspondent
vraisemblablement a des tétrameres. Ainsi, ces résultats permettent d’envisager un
agencement plus complexe des transporteurs ABCD peroxysomaux et ouvrent de nouvelles
interrogations. Quelle est la valeur fonctionnelle de I’oligomérisation des transporteurs ABCD
peroxysomaux ? L’oligomérisation permettrait-elle de stabiliser les dimeres, stabilisation qui
serait nécessaire a leur fonctionnalité ? Comment évidligencement des transporteurs

ABCD peroxysomaux en fonction des substrats a métaboliser et en fonction des niveaux

d’expression variables d’un type cellulaire a [Dautre? Quels facteurs contrdlent

I’oligomérisation des transporteurs ABCD peroxysomaux?
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Figure 65: Modéle hypothétique décrivant’évolution de [’'agencement oligomérique des
transporteurs ABCD peroxysomaux, depuis leur synt8sasgu 'au transport de substrat (B).

@ Les transporteurs ABCD peroxysomaux sont synthétisés dans le cytosol sur des ribbsesnets li

sont pris en charge par la protéine chaperonne PEX@9lls seraient ensuite insérés dans la
membrane peroxysomale sous forme de monoméres, gradce au complexe PEX19/PEX3, par un
mécanisme encore inconn®a Les monomeres devraient ensuite rapidement se stabiliser par
dimeérisation au sein de la membrane ce qui permettrait d’achever leur repliement dans la bonne
conformation. &b Le systéme de contréle qualité peroxysomal pourrait intervenir aprés [’étape de
dimérisation, afin de vérifier la bonne conformation des diméres. En cas de mauvais repliesnent
dimeéres seraient polyubiquitinés et dégradés par le protéasome.

Les transporteurs ABCD peroxysomaux seraient donc au minimum sous forme de diméras dans |
membrane.@ L’ assemblage des transporteurs peroxysomaux sous forme oligomérique telle que des
tétrameres dépendrait de la présence de substrat. Les tétrameres pourraient étre stabilisés au sein de
radeaux lipidiques grace a des interactions protéiqgues notamment avec les syntRéféBdset

FATP2 ou encore des protéines solubles chargées de véhiculer les A@TlaLCsynthétase FATP4

serait chargée d’activer les AGTLC en acyl-COA qui seraient alorg® importés dans le peroxysome

sous forme d’AG libres, @ réactivés par FATP2 en acYloA, puis pris en charge par I’ACOX qui est

la premiere enzyme de la voie de f-oxydation.
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I. CULTURE CELLULAIRE

[.1. Entretien des cellules H4IIEC3

Les cellules H4IIEC3 proviennent d’une lignée d’hépatome de rat (ATCC : CRL-1600). Les
cellules sont cultivées dans un milieu DMEM/HAM-F12 (1:1) contenant 5% de sérum de
veau feetal et 1 mM de sodium pyruvate, dans une atmosphére a 37°C, sous 5% de CO; et

humidité saturante. Le milieu de culture est renouvelé tous les 2 jours.

[.2. Entretien du clone cellulaire 28.38

Le clone 28.38ssu d’une double transfection stable des cellules H4ITEC3, est cultivé dans les
mémes conditions que les cellules H4IIEC3. Deux antibiotiques, le G418 (généticine,
InvivoGen) et I’hygromycine B (InvivoGen), sont ajoutés (200 ug.mL?) au milieu de culture

classique pour assurer le maintien de la pression de sélection.

[.3. Entretien des fibroblastes cutanés humains

La lignée de fibroblastes cutanés issue d’un patient atteint d’X-ALD (Coriell, # GM 17819) et

la lignée de fibroblastes « Wild-Type » (Coriell, # GM 03348), sont cultivées en absence
d’antibiotiques dans du milieu DMEM contenant 10% de sérum de veau feetal et 1 mM de
sodium pyruvate, dans une atmosphere a 37°C, sous 5% gdet @Omidité saturante. Le

milieu est renouvelé tous les 2 jours.

I.4. Décrochage a la trypsine/EDTA

Le passage des cellules s’effectue lorsque les cellules deviennent confluentes. Le milieu de

culture complet est éliminé puis les cellules sont lavées avec du PBS 1X (« Phosphate Buffer
Saline » avant d’étre détachées du fond de la boite par ajout de trypsine 0,25% / EDTA 1

mM. Aprés ajout de milieu de culture complet, les cellules sont centrifugées a 200 g pendant

5 min et le culot de cellules est repris dans du milieu complet. Les cellules sont alors
comptées (cellule de Malassez double standard, non modifiée) et réensemencées a la densité

choisie.

196



ANNEXES
MATERIEL ET METHODES

1.5. Congélation des cellules

Les cellules & confluence sont détachées par traitement a la trypsine 0,25%/EDTA 1 mM puis
reprises dans le mélange SVF 90%/diméthylsulfoxide 10% & raison decéalliites.mr™.

Elles sont ensuite congelées’@°C avant d’étre conservées dans 1’azote liquide.

I.6. Clonage par dilution limite

Le souselonage par dilution limite du clone 28 s’effectue dans des plaques 96 puits dont les

puits ont préalablement été traités soit avec une solution de fibronectine 12,5 ig.mL
gélatine 0,02% / PBS 1X, soit avec une solution aqueuse de poly-L-lysine 0,1 fg.mL
pendant 5 min. Aprés deux lavages avec du PBS 1X et 2h d’incubation a température

ambiante afin de sécher les puits, le clone 28 est ensemencé a raison de 0,05 ; 0,5 et 5 cellules
par puits, dans 180 pL de milieu conditionné au 1/3 (2/3 de milieu complet et 1/3 de milieu
conditionné contenant des facteurs de croissance et des cytokines). Le milieu conditionné a
été obtenu en récupérant le milieu de culture complet utilisé pour cultiver les cellules
H4IIEC3 non transfectées, puis en le filtrant (filtre 0,45 um). La pression sélective est
maintenue par deux antibiotiques, I’hygromycine B a 200 pg.mL™ et la généticine a
200pgmL™. Aprés 4 semaines de croissance, les clones sont visibles a 1’eeil nu et les clones

isolés sont récupérés par trypsination puis mis en expansion en passant progressivement de
puits de plaques 24 puits a des plagues 6 puits. Lorsque les clones arrivent a confluence, 2
puits de plaque 96 puits sont ensemencés & raison de 466liLles par puits pour chaque

clone, et 24h aprés ensemencement, la doxycycline & 2 jfestlajouté dans le milieu de

culture d’un puits sur les deux afin d’induire I’expression d’ABCD2-EGFP. Apres 17h
d’incubation, la sélection des clones est réalisée par cytométrie en flux en fonction de leur

niveau de fluorescence EGFP.

[I. TECHNIQUES D’ANALYSE DES CELLULES

[1.1. Immunofluorescence

Les cellules sont ensemencées dans des puits de plaques 24 puits contenant 1 mL de milieu de

culture et dans lesquels une lamelle en verre de 12 mm de diametre a été placée. &pres 24

48 heures de culture, les cellules sont lavées 3 fois dans du PBS 1X puis fixées en
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paraformaldéhydé®% pendant 10 min. Afin d’¢liminer les groupements aldéhydes libres, les

lamelles sont lavées 3 fois dans du PBS 1X, puis 2 fois 5 min dans du PBS 1X / glycine
0,1 M. Aprés 3 nouveaux lavages dans du PBS 1X, les membranes cellulaires sont
perméabilisées 10 min a température ambiante avec la solution « FACS permeabilizing
solution 2 » (BD-Bioscience), puis lavées 3 fois dans du PBS-S (PBS 1X / saponine 0,05%).
Selon les types cellulaires, les récepteurs Fc situés a la surface des cellules sont saturés
pendant 20 min dans du PBS-S / sérum de rat 5% (étape réalisée sur les hépatomes de rat,
mais pas sur les fibroblastes cutanés humains). Les cellules sont lavées 3 fois dansSdu PBS-
avant de les incuber pendant 20 min avec I’anticorps primaire dilué dans du PBS-S (Tableau

13). Trois lavages en PBS 1X / saponine 0,05% sont effectués afin d’éliminer les anticorps

non fixés. Une incubation avec ’anticorps secondaire dilué¢ dans du PBS-S est effectuée a
I’obscurité pendant 20 min (Tableau 13). Trois lavages en PBS 1X sont effectués avant de
marquer les noyaux au Hoechst 33342 (2 ug/mL), 5 min a température ambiante. Enfin, trois
lavages en PBS 1X sont effectués avant de monter les lamelles en Fluorsave (Merck) sur des
lames, qui seront mises a sécher sur la nuit a 1’obscurité, puis observées en microscopie
confocale (LEICA TCS SP2, Centre de Microscopie INRA Dijon/Université de Bourgogne,
Dijon).

. Fourni par le Pr Aubourg
ABCD1 Polyclonal / Lapin 1/1 000 (Fouquet, Zhou et al.1997)

Obtenu au laboratoire

| ANTIGENE

Polyclonal / Lapin 1/100 (Albet, Causeret et al. 1997)
m Polyclonal / Lapin 1/100 Obtenu au laboratoire
“ Monoclonal / Souris 1/500 Roche
Monoclonal / Souris 1/100 Abcam, # ab16771
Monoclonal-Alexa 594 / Chévre | 1/1000 Invitrogen, # A11072
Monoclonal-Alexa 594 / Chévre | 1/1 000 Invitrogen, # A11020

Tableau 13 : Anticorputilisés lors des expériences d’immunofluorescence

I1.2. Cytométrie en flux

Les cellules sont collectées par trypsination avec une solution de trypsine 0,25% / EDTA
1 mM et fixées 10 min dans du paraformaldéhyde 1% / PBS 1X. Les membranes cellulaires
sont perméabilisées 10 min a température ambiante avec la solution « FACS permeabilizing
solution 2 » (BD-Biosciences). Aprés un lavage dans du PBS 1X, les cellules sont

198



ANNEXES
MATERIEL ET METHODES

resuspendues dans du paraformaldéhyde 1% / PBS 1X et analysées par un cytometre
analyseur équipd’un laser argon émettant a 488 nm (FACS Calibur, Hopital du Bocage,
Dijon). La fluorescence de I’EGFP est collectée a I’aide d’un filtre a bande passante
(FL1 520 nm +/-10) et le signal de fluorescence est représenté sur une échelle logarithmique.

Les données sont ensuite analysées avec le logiciel FlowJo (FlowJo Inc).

. METHODES BIOCHIMIQUE S D’ANALYSE

[1l.1. Lyse des cellules

Les cellules a confluence dans des boites de culture de 10 cm de diameétre sont lavées deux
fois avec du PBS 1X froid avant d’étre lysées par 0,5 mL de tampon de lyse (Tableau 14),

30 min a 4°C. Le lysat récupéré est centrifugé a 20 000 g pendant 10 min a 4°C. Le
surnageant postnucléaire est délicatement prélevé puis les protéines totales sont dosées.

Tampons de lyse utilisés

NaCl 150 mM

Tris-HCI 50 mM pH 7,5

Triton X-1001 %

Mélange d’inhibiteurs de protéase (Roche) + PMSF 1 mM

Lyse “classique™

NaCl 150 mM

Sédimentation sur Tris-HCI 50 mM pH 7,5

LR ERIEGEEN ¢ SDS 1% o B-DDM 1% o a-DDM 1% e Triton X-1001 %
Mélange d’inhibiteurs de protéase (Roche) + PMSF 1 mM

NaCl 100 mM

Tris-HCI 100 mM pH 8

T UG IER G EDTA pH8 10 mM

Triton X-1001 %

Mélange d’inhibiteurs de protéase (Roche) + PMSF 1 mM

Tableau 14 : Tampons de lyse utilisés pour les lyses "classiques” et les expériencanetgatéon
sur gradient de sucrose, d’ immunoprécipitation.

l1l.2. Dosage des protéines

111.2.1. Méthode de Bradford

Les protéines totales sont dosées selon la méthode de Bradford dans des cuves pour

spectrophotometre. Chaque cuve contient 2 pL de lysat cellulaire et 200 puL de réactif de
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Bradford (Biorad) dans un volume final de 1,2 mL. Les dosages sont réalisés en triplicat. La
réaction de Bradford est également effectuée sur une gamme étalon de BSA (« Bovine Serum
Albumin », Sigma) avec de quantités de BSAde 0;1;2;5;10; 15 et 20 ug. L’absorbance

est mesurée a 595 nm (spectrophotometre UV-1800, Shimadzu).

[11.2.2. Dosage des protéines avec le réactif BCA (« BiCinchoninic Acid »)

Le protocole suivi est fourni dans le kit « Quantipro BCA Assay kit » commercialisé par la
société Sigma (# QPBCA). Les protéines totales sont dosées en duplicat dans des puits de
plaque 96 puits. Chaque puits contient 25 pL d’échantillon protéique (échantillon & doser ou

gamme d’étalonnage : 0; 2,5;5; 10; 15; 20 et 25 pg de BSA) et 200 pL de réactif BCA.

Apres 30 min d’incubation a 37°C, 1’absorbance est mesurée a 570 nm (lecteur de plaque).

[11.3. Gel d’électrophoreése des protéines

Les échantillons protéiques sont dénaturés dans du tampon Laemmli 2X (Miég- 8
mercaptoéthanol 700 mM, SDS 2%, glycérol 10%, Tris-HCI pH 6,8 125 mM et bleu de
bromophénol). Les protéines contenues dans ces échantillons ainsi que le marqueur de taille
(Biorad “Precision Plus protein standards” de 250 a 10 kDa, # 161-0374) sont séparées en
fonction de leur masse moléculaire sur un gel de polyacrylamide a 7,5% (gel de
concentration : acrylamide : bisacrylamide 37,5: 1 3% ; Tris-HCI pH 6,8, 125; mM
SDS 0,1%, APS 0,1% ; TEMED 0,78 ug/mL ; gel de séparation : acrylamide : bisacrylamide
37,5:1, 7,5% ; Tris-HCI pH 8,8, 375 mM ; SDS 0,1%, APS 0,05% ; TEMED 0,78 pg/mL).

La migration s’effectue pendant environ 2h a 25 mA / gel dans le tampon de migration (Tris-

HCI pH 8.8, 25 mM, glycine 192 mM et SDS 0,1%).

l1l.4. Western-blotting

Apres migration en électrophorése sur gel de polyacrylamide, les protéines sont transférées
pendant 1h (100 V) sur une membrane de polyvinylidéne difluoride (PVDF). La membrane
est saturée pendant 1h a température ambiante sous agitation dans du PBS 1X / Tween 20
0,1% (PBSTY) / lait écrémé 5% (m/V). L’incubation avec I’anticorps primaire (Tableau 1%

dilué dans du PBS-T / lait écrémé 1% se déroule a température ambiante, 1h sous agitation.

200



ANNEXES
MATERIEL ET METHODES

Aprés 5 lavages de 5 min dans du PBS-T, la membrane est incubée 1h a température ambiante
sous agitation avec un anticorps secondaire couplé a la peroxydase (HRP, « Horse Radish
Peroxidase ») (Tableau 15) dilué dans du PBS-T / lait écrémé 1% et qui permet aprés 5
lavages de 5 min en PBS-T de détecter les complexes antigenes / anticorps par
chimioluminescence (ECL, «Enhanced Chemiluminescence Light», Amersham
Biosciences).

. Fourni par le Pr Aubourg
ABCD1 Polyclonal / Lapin 1/3 000 (Fouquet, Zhou et al, 1997)

Obtenu au laboratoire
(lapin n°925029)
Obtenu au laboratoire
(lapin PA4961)

ABCD1 Polyclonal / Lapin 1/5 000

ABCD2 Polyclonal / Lapin 1/1 000

Obtenu au laboratoire (lapin F)

ABCD3 Polyclonal / Lapin 1/200 (Albet, Causeret et al. 1997)
Monoclonal / Souris 1/1 000 Roche
HSC70 Monoclonal / Souris 1/200 Santa Cruz, #80703
IgG de Lapin Monoclonal-HRP / Chévre | 1/10 000 Santa Cruz, #81711
IgG de Souris Monoclonal-HRP / Chevre | 1/5000 Santa Cruz, #2011

Tableau 15 : Anticorps utilisés lors des expériences de Western-blotting.

IV. INTERACTIONS PROTEINE-PROTEINE ET ISOLEMENT DE COMPLEXES
PROTEIQUES

IV.1. «In situ Proximity Ligation Assay » (PLA)

Le clone 28.38 est ensemencé a raison dé€ 2ellles par chambre, sur des lames de culture
Lab-Tek de 16 chambres (Nunc). Avant ensemencement, les chambres sont préalablement
traitées avec une solution aqueuse de poly-L-lysine & 0,1 rifgpehdant 5 min. Aprés

24 heures de culture, les cellules sont traitées ou non avec de la doxycycline (2 pg/mL), puis
remises en culture durant 48 heures. Elles sont ensuite lavées 3 fois dans du PBS 1X puis
fixées en paraformaldéhyde 4% pendant 10 min. Afin d’éliminer les groupements aldéhydes

libres, les cellules sont lavées 3 fois dans du PBS 1X, puis 2 fois 5 min dans du PBS 1X /

glycine 0,1 M. Apres 3 nouveaux lavages dans du PBS 1X, les membranes cellulaires sont
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perméabilisées 10 min a température ambiante avec la solution « FACS permeabilizing
solution 2 » BD-Bioscience), puis lavées 3 fois dans du PBS-S (PBS 1X / saponine 0,05%).
Les récepteurs Fc situés a la surface des cellules sont saturés pendant 20 min dans du PBS-S /
sérum de rat 5%. Les cellules sont lavées 3 fois dans du PBS-S avant de les incuber pendant
20 min avec un couple d’anticorps primaires, dilué dans du PBS-S / sérum de rat 2% (Tableau

13). Trois lavages en PBS 1X / saponine 0,05% sont effectués afin d’éliminer les anticorps

non fixés. Les étapes successives d’incubation des cellules avec des anticorps secondaires
couplés a des sondes PLA (sondes ADN), d’hybridation et d’amplification des sondes, puis de

révélation par fixation d’une sonde fluorescente rouge, sont décrites dans le protocole fournit

avec le kit (Olink Biosciences). Finalement, les lames sont montées avec le milieu de montage
Duolink et mises a sécher avant d’étre observées en microscopie confocale (LEICA TCS SP2,

Centre de Microscopie INRA Dijon/Université de Bourgogne, Dijon).

IV.2. Sédimentation sur gradient de sucrose

Les protéines et complexes protéiques peuvent étre séparés par ultracentrifugation sur des
gradients de sucrose ou, au cours de cette centrifugation, les particules vont se stabiliser a un
point du gradient correspondant a leur propre densité. Le sous-clone 28.38 induit
(doxycycline 2ug/mL) est lysé a 4°C en présence de SDS 1%, B-DDM 1%, a-DDM 1% ou

Triton X-100 1% (Tableau 14). Un volume de 400 pL de surnageant contenant 2,5 mg de
protéine est déposé sur un gradient discontinu de sucrose 5-30% (m/V) (2,5 mL 30%, 2 mL
20%, 2 mL 15%, 2 mL 10% et 2 mL 5% de sucrose dissous en tampon de lyse). La
sédimentation est réalisée par ultracentrifugation a 260 000 g (rotor SW41, Beckman), 12h, a
4°C pour les gradients contenant du DDM, ou du triton X-100 et a température ambiante pour
les gradients contenant du SDS. A 1’équilibre, 22 fractions de 0,5 mL sont récupérées en

partant du haut du gradient, et les protéines contenues dans 40 uL de fraction sont analysées

par électrophorese spel de polyacrylamide suivie d’un Western-blotting.

La linéarit¢ du gradient non chargé en protéines est confirmée par mesure de 1’indice de

réfraction des 22 fractions de 0,5 mL récupérées a partir du haut du gradient. Le gradient de
sucrose 5-30% est étalonné par sédimentation de maniére séparée de 4 mg de marqueur
correspondant a des protéines oligomériques : thyroglobuline, tétramere de 669 kDa ;
catalase, tétramere de 232 kDg-amylase, tétramére de 200 kDa ; ou a des protéines

monomériques : conalbumine (75 kDa) et ovalbumine (44 kDa) (« Gel Filtration HMW
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Calibration Kit» GE Healthcare, # 28-4038-42). Apres ultracentrifugation des différents
gradients de sucrose, les marqueurs protéiques sont détectés dans les 22 fractions de 0,5 mL

collectées pamesure directe de 1’absorbance a 280 nm.

IV.3. Fixation covalente d’anticorps a des billes d’agarose

L’objectif est de fixer de facon covalente un anticorps a des billes d’agarose (anticorps
polyclonal anti-ABCD1 fourni par le Pr Aubourg (Fouqgegtl. 1997) et anticorps polyclonal
anti-ABCD3 -Lapin F- obtenu au laboratoire (Albet al. 1997). La stratégie consiste a
utiliser la protéine A-sépharose (PAS, Sigma, # P-3391), constituée de billes de sépharose
(polymere d’agarose) recouvertes de protéine A qui fixe le fragment Fc des anticorps. Une

fois fixés sur la PAS, les anticorps sont immobilisés de fagon covalente a 1’aide d’un agent de
couplage, le diméthyle pimélimidate qui lie les groupements amines libres. Le protocole a été
adapté d’une publication (Bons et al. 2008). Une fois repris dans du tampon A a pH 8
(NaH,PO, 0,02 M, NaCl 0,15 M), 100 mg de PAS 400 pL) sont saturés avec 10 mL de

PBS 1X / BSA 1 g.I* durant 10 min, & température ambiante et sous agitation rotative. Les
billes sont ensuite culottées par centrifugation, puis sont incubées en présence de 70 ug
d’anticorps dilués dans 10 mL de PBS 1X / BSA 1 gt durant 1 heure, & température
ambiante et sous agitation rotative. Apres 2 lavages en PBS 1X, les anticorps fixés a la PAS
sont immobilisés sur les billes par une solution de PBS 1X / triéthanolamine 200 fhihol.L
diméthyle pimélimidate 20 mmolt(pH 8-9) (ajouté juste avant utilisation). Aprés 30 min
d’incubation a température ambiante et sous agitation rotative, les billes sont lavées en

PBS 1X / triéthanolamine 200 mmot:LLes étapes de couplage covalent et de lavage sont
effectuées 2 fois. Les groupements amines réactifs sont ensuite inactivés dans du PBS 1X /
éthanolamine 50 mmoll, 1 heure & température ambiante et sous agitation rotative. Les
anticorps non immobilisés sur les billes sont élués par deux incubations successives de 20 min
a 56°C, dans une solution de glycine-HCI (pH 3) 1 mbllles billes sont ensuite conservées

& 4°C dans du PBS 1X / Tween 20 0,02% (V/V) / sodium azide 02 g.L

IV.4. Immunoprécipitation

La stratégie consiste a utiliser des billes d’agarose, couplées de fagon covalente a un anticorps
dirigé contre la protéine ABCDI ou ABCD3, ainsi que des billes d’agarose couplées a un

anticorps anti-GFP (MBL # D153-8). Afin de diminuer les interactions non spécifiques, le
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lysat cellulaire est préincubé dewisfavec 100 pL de billes d’agarose (MBL # AG-1000)

pendant 1h minimum a 4°C sous agitation rotative. Les protéines du surnageant récupérées
sont dosées puis une quantité variable de protéines totales (1600, 800 et 400 pg) est ensuite
incubée en présencesdbilles d’agarose couplées a I’anticorps, dans un volume final de

250 pL, pendant 2h a 4°C sous agitation rotative. Le culot (complexe antigene/anticorps-
billes d’agarose) obtenu suite & une centrifugation et aprés récupération de la fraction non

retenue, est lavé 3 fois en tampon de lyse. A la fin du dernier lavage, le culot est resuspendu
dans 50 pL de tampon Laemmli 2X afin de récupérer les complexes protéiques fixés sur les
billes (fraction d’élution). Les fractions d’élution sont ensuite analysées par électrophorese sur

gel de polyacrylamide suivie d’un Western-blotting.

IV.5. Préparation de membranes cellulaires totales

La préparation de membranes cellulaires totales est réalisée a partir du clone 28.38 en culture,
traité & la doxycycline (2 pg.mi) durant 20 heures. Les cellules & confluence sont lavées 2
fois en PBS 1Xavant d’étre détachées du fond de la boite par ajout de trypsine 0,25% /

EDTA 1 mM, et centrifugées a 200 g pendant 5 minutes. Les cellules reprises dans un tampon
hypo-osmotique (tampon I : Tris-HCI 10 mM pH 7,5 ; sucrose 250 mM ; M@@lmM +

cocktail d’inhibiteurs de protéase Roche et PMSF 1 mM « PhenylMethaneSulfonylFluoridg »

sont éclatées grace a un homogénéisateur de type Dddmaed A). Aprés ajout d’EDTA

1 mM (concentratiorfinale), I’homogénat est dilué cinq fois dans du tampon Il (Tris-HCI

10 mM pH 7,5; sucrose 25 mM) avant d’étre centrifugé a 1 000 g 4°C durant 15 min, afin
d’éliminer les noyaux et les cellules non lysées. Le surnageant est alors ultracentrifugé
pendant 45 min a 100 000 g a 4°C. Le culot de membranes est repris dans du tampon IV
(Tris-HCI 10 mM pH 7,5 ; sucrose 25iM), en présence d’inhibiteurs de protéase (Roche) et

de PMSF 1 mM, avant d’étre conservé a -80°C.

IV.6. Purification de peroxysomes

La purification de peroxysomes est réalisée a partir de 3 grosses boites (14 cm de diamétre) de
clone 28.38 & confluence, traité durant 20 heures avec de la doxycycline 2'pugpnés 3

lavage en PBS 1X, les cellules sont rapidement lavées avec le tampon d’homogénéisation

froid (sucrose 0,25 M ; Tris-HCI 5 mM pH 7,4 ; EDTA 1mM ; Ethanol 0,1%). Elles sont

ensuite récupérées dans 2 mL de tampon d’homogénéisation (tampon hypo-osmotique) a
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I’aide d’un grattoir. La suspension cellulaire est alors diluée quatre fois dans le méme tampon

avant d’éclater les cellules dans un homogénéisateur (Dounce B). La fraction peroxysomale
contenant en théorie les peroxysomes intacts (fraction Iégere contenant les peroxysomes ainsi
gue les mitochondries légeres et les lysosomes) est ensuite récupérée par centrifugations
différentielles (Ghoslet al. 1986) L’homogénat obtenu est centrifugé pendant 15 min a 1 000

g & 4°C. Le culot C1 contient les débris cellulaires et les noyaux. Le surnageant S1 est ensuite
centrifugé pendant 10 min a 3 000 g a 4°C. Le deuxieme surnageant (S2) est alors récupéré
puis ultracentrifugé pendant 10 min a 25 000 g a 4°C. Le culot C3 contenant notamment les
peroxysomes intacts, est repris dans 10 mL de tampon d’homogénéisation et conservé a

-80°C.

IV.7. Electrophorése native en présence de Dériphat et transfert des protéines su

membrane

Les échantillons déposés sur gel sont préparés a partir de membranes totales et de fractions
enrichies en peroxysomes. Afin de récupérer les membranes ou les peroxysomes, les
préparations sont centrifugées a 20 000 g durant 30 min a 4°C. Apres centrifugation, les
culots sont resuspendus dans du tampon de lyse (NaCl 150 mM, Tris-HCI 50 mM pHS8,
mélange d’inhibiteurs de protéase (Roche), PMSF 1 mM), en présence d’a-DDM (de 0,1% a

1%). Les protéines sont alors solubilisées durant 30 min a 4°C. Les échantillons sont ensuite
centrifugés 20 min a 20 000 g (4°C) et les protéines solubilisées sont récupérées dans le
surnageant. Avant dépot, les échantillons protéiques sont repris dans du tampon deXharge 4
(Glycérol 40%, TrisHCI 48 mM, glycine 384 mM, bleu de bromophénol et 0,1 a 1% d’a-

DDM). Afin d’¢étalonner le gel, un marqueur de poids moléculaire est également déposé

(« Native Mark Unstained Protein Standard », # LC0725, Invitogen), constitué de protéines

oligomériques de poids moléculaires allant de 20 kDa a 1048 kDa.

Le gel d’¢électrophorese utilisé est commercialisé par la société Invitrogen (# BN1002BOX).

Il présente un gradient de 4 a 16% en acrylamide / bis-acrylamide. Le tampon akomigr
I’anode est composé de Tris-HCI 12 mM pH 8,3 et de glycine 96 mM, tandis que le tampon
de migration a la cathode est composé de L-Histidine 100 mM pH 8 (ajusté avec une solution
de Tris-base 2M) et de Dériphat 0,1% (Anatrace). Une pré-migration de 2 heures a 300 volts
et a 4°C, est réalisée en absence d’échantillon, afin d’équilibrer le gel d’¢électrophorése. La

migration des échantillons s’effectue ensuite durant 12h 30 min, a 50 volts et a 4°C.
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Aprés migration, le gel est incubé 15 min dans un tampon d’équilibration composé de

SDS 0,1% et de tampon de transfert NUPAGE 1X (Invitrogen, # NP0006-1). Les protéines
sont ensuite transférées pendant 1h (100 V) sur une membrane de PVDF, dans du tampon de
transfert NUPAGE 1X / Méthanol 10% / SDS 0,01%. Pour finir, elles sont fixées sur la
membrane en I’incubant 15 min dans de ’acide acétique 10%. Apres plusieurs lavages a 1’eau

distillée, la membrane est séchée, puis réhydratée dans du méthanol pur, avant d’étre de

nouveau lavée a I’eau distillée.

V. OUTILS DE BIOLOGIE MOLECULAIRE

V.1. Mini-preparation plasmidique

Les bactéries DHb-transformées par un plasmide sont étalées sur boite de Petri contenant le

milieu LB (« Luria Broth »)-agar et un antibiotique de sélection (ampicilline 100 |iyounL
kanamycine 40 pg.mt, selonle vecteur d’expression). Les boites sont ensuite placées a

37°C sur la nuit. Le lendemain, un clone isolé est repiqué dans 2 mL de milieu LB contenant
un antibiotique de sélection et mis en culture dans un agitateur orbital a 220 rpm et & 37°C sur

toute la journée.

Un aliquot de 1 mL est centrifugé 5 minutes a 4°C a 1 700 g. Le culot est resuspendu dans
200 pL de Tris-EDTA (50 mM-10 mM), puis les bactéries sont lysées par ajout de 200 uL de
NaOH 0,2N / SDS 1%. Les débris cellulaires sont précipités pendant 2 min par 200 uL de
potassium-acétate (3M-5M), puis culotés par une centrifugation de 5 min a 18 000 g a 4°C. Le
surnageant contenant 'ADN plasmidique est prélevé et mélangé a un volume de phénol-
chloroforme-alcool isoamylique (25:24:1) puis centrifugé 15 minutes a 20 000 g. La phase
supérieure (phase aqueuse) est récupérée, puis I’ADN plasmidique est précipité par un

volume d'isopropanol. Apres 5 min de centrifugation a 18 000 g a température ambiante, le
culot d’ADN est séché puis resuspendu dans 30 pL d'eau milliQ-RNAse (400 pg/mL). Les
mini-préparations plasmidiques sont ensuite analysées par digestions enzymatiques, puis

amplifiées et purifiées par midi-préparation plasmidique.
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V.2. Midi-preparation plasmidique

Les bactéries DHb-transformées par un plasmide sont étalées sur boite de Petri contenant le
milieu LB-agar et un antibiotique de sélection (ampicilline 100 pg.mu kanamycine

40 ug.m[l, selon le vecteur d’expression). Les boites sont ensuite placées a 37°C sur la nuit.

Le lendemain, un clone isolé est repiqué dans 2 mL de milieu LB contenant un antibiotique de
sélection et mis en culture dans un agitateur orbital & 220 rpm et a 37°C sur toute la journée.
Cette pré-culture est utilisée pour ensemencer au 1/1000, 100 mL de milieu LB contenant un
antibiotique de sélection. Cette midi-culture est placée sur la nuit dans un agitateur orbital a
220 rpm et a 37°C. Apres centrifugation a 6 000 g a 4°C durant 10 min, le culot bactérien est
utilisé pour réaliser une migheéparation d’ADN plasmidique a ’aide du kit « QIAGEN
Plasmid Midi» (# 12143). Le principe de cette purification repose sur la fixation de I’ADN
plasmidique sur une colonne échangeuse d’anions sous des concentrations en sel et pH
optimum, suivie d’une élution avec un tampon de forte concentration saline. L’ADN est

ensuite précipité par de I’isopropanol. Apres une centrifugation de 30 min minimum a 8§ 600 g

et a 20°C, I’ADN plasmidique est repris dans 200 puL d’eau ultra pure. Les midi-préparations
plasmidiques sont ensuite analysées par digestions enzymatiques et dosées.

V.3. Digestion enzymatique

V.3.1. Digestion analytigue

Les plasmides issus de la mini-préparation (2 pL) ou de la midi-préparation (500 ng) sont
digérés pendant 1h a 37°C par I3 d’enzyme de restriction, en présence de tampon de

digestion 1X adapté a 1’enzyme, dans un volume final de 15 pL. L’échantillon est ensuite

repris dans du tampon de charge 6X (Promega, # R0611), puis analysé par électrophorése sur
gel d’agarose. Afin d’évaluer la taille des fragments nucléotidiques, un marqueur de taille est

également déposé sur le gel d’agarose ( ADNA/HInd 1ll, Promega, # SM0102).

V.3.2. Digestion préparative

Dix pg de plasmide sont digérés pendant 3h a 37°C, par 3 pL d’enzyme de restriction, en

présence du tampon de digestion 1X adapté a I’enzyme, dans un volume final de 100 pL. La
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digestion est ensuite analysée par ¢lectrophorese sur gel d’agarose. Afin d’évaluer la taille des

fragments nucléotidiques, un marqueur de taille est également desa/Hind IIl).

Aprés digestion, les inserts sont &é€p par électrophorése sur gel d’agarose (type LM
SIEVE, Euromedex, # LM®) 1%, puis purifiés a I’aide du kit « Qiaquick Gel

Extraction %°.

V.4. Purification d’insert et de vecteur

V.4.1. Précipitation d’ADN

Afin de purifier ’ADN plasmidique suite a une digestion enzymatique, celui-ci peut-étre
précipité a I’acétate de sodium 3 M dilué au 1/10, en présence de 2,5 volumes d’éthanol
absolu. Aprés 1h minimum d’incubation a -20°C et une centrifugation a 20 000 g 4°C durant

20 min, le culot d’ADN est repris dans un volume adéquat d’eau ultra pure.

L’ADN plasmidique peut également étre précipité a I’acétate d’ammonium qui présente la
particularité de ne pas précipiter les petits fragments d’ADN et permet donc d’éliminer les
petits fragments d’ADN obtenus suite a la digestion enzymatique de vecteurs d’expression,
quand cela est nécessaire. L’ADN est précipité par de I’acétate d’ammonium 10 M dilué 5
fois et 2,5 volumes d’éthanol absolu. Aprés lh minimum d’incubation a -20°C et une
centrifugation a 20 000 g 4°C durant 20 mii&,culot d’ADN est repris dans un volume

adéquat d’eau ultra pure.

V.4.2. Purification a I’aide du kit « Qiaquick Gel Extraction » (Qiagen, # 28704)

Ce kit est utilis¢ pour purifier un fragment d’ADN (de 70 pb a 10 kb) récupéré apres
¢lectrophorese sur gel d’agarose (type LM SIEVE) 1%, mais également pour purifier ’ADN
plasmidique suite a une digestion enzymatique préparative. Aprés fixation sur une colonne
échangeuse d’ions, I’ADN est finalement élué par 30 uL d’eau (pH 7,0-8,5), ou de tampon
Tris-HCI 10 mM pH 8,5.

13 Voir page207: Purification & I’aide du kit « Qiaquick Gel Extractiom
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V.4.3. Extraction au phénol : chlorophorme : alcool isoamylique

A la suite d’une digestion enzymatique préparative, une extraction de I’ADN au
phénol : chloroformealcool isoamylique peut étre réalisée afin d’éliminer les enzymes. Pour
ce faire, un volume de phénol : chloroforme : alcool isoamylique (25:24:1) est ajouté a la
digestion enzymatique. Aprés homogénéisation du mélange, celui-ci est centrifugé 15 minutes
a 20 00Qz. La phase aqueuse supéricure récupérée aprés centrifugation, contient 1’ADN

plasmidique.

V.5. Dosage d’ADN

V.5.1. Dosage spectrophotométrique des acides nucléigues totaux

Les acides nucléiques totaux peuvent étre dosés en mesurant I’absorbance de 1’échantillon a
260 nm, en sachant qu’une unité d’absorbance & 260 nm correspond a 50 pg.mL™ d’ADN

double brin.

V.5.2.Dosage d’un fragment nucléique sur gel d’agarose

La quantit¢ d’un fragment nucléique contenue dans une solution (et donc la concentration)
peut étre déterminée par électrophoreése sur gel d’agarose, en comparant I’intensité de la
bande obtenue gartir de I’échantillon, a I’intensité de bandes obtenues a partir du marqueur

de poids moléculaireDNA/Hind 11l qui est calibré.

V.6. Ligation d’insert dans un vecteur

V.6.1. Ligation classique

L’insert et le vecteur ouvert (rapport 3:1 ; 100 a 150 ng d’ADN total), sont incubés sur la nuit
a 15°C, en présence de 1 pLTH¥DNA ligase (Promega) et du tampon adapté a 1’enzyme,
dans un volume final de 10 pL.
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V.6.2. Ligation express

L’insert et le vecteur ouvert (rapport 3:1 ; 100 a 150 ng d’ADN total), sont incubés 15 min a
température ambiante, en présence de 1 pL de T4 DNA ligase (Promega) et du tampon

"express'" adapté a I’enzyme, dans un volume final de 10 pL.

V.7. Transformation de bactéries super-compétentes DHb

Aprés décongélation dans la glace, 100 pL de bactéries super-compétente@rivittogen
#18263-012) sont mélangés avec 1 pL de produit de ligation et incubées 30 min dans la glace.
Elles sont ensuite plongées 45 s danbaiin marie a 42°C, avant d’étre replacées 2 min dans

la glace et diluées dans 900 pL de milieu SOC stérile (fourni avec les bactéries). Les bactéries
sont ensuite incubées 1h a 37°C dans un agitateur orbital a 220 rpm, afin de permettre
I’expression des génes de résistance aux antibiotiques par les bactéries transformées. Apres
centrifugation 3 min a 950 g, le culot bactérien est repris dans 100 pL de milisiérilB.

Les bactéries sont étalées sur boite de Petri contenant le milieu LB -agar et un antibiotique de
sélection (ampicilline 100 pg.nLou kanamycine 40 pg.ril_selon le vecteur d’expression).

Les boites sont ensuite placées a 37°C sur la nuit.

VI. CLONAGE DU GENE ABCD1 DE RAT

VI.1. Extraction d’ARN totaux a partir de cellules H4IIEC3

L’extraction des ARN totaux est réalisée a partir de cellules H41IEC3 (hépatomes de rat) a
confluence, a 1’aide du kit « RNeasy mini » (Qiagen, # 74104). Apres deux lavages en PBS

1X, les cellules en culture sont lysées a I’aide du tampon de lyse RLT fourni dans le kit. Le

lysat est ensuite homogénéisé mécaniquement a I’aide d’une seringue de 20 gauge. Les ARN

sont ensuite précipités par un volume d’Ethanol a 70%, puis le lysat est transféré sur une

colonne "RNeasy Spirdvant d’étre centrifugé a 8 000 g pendant 20 s. Aprés lavages, I’ADN

est digéré a la « RNase free DNase » (Qiagen), diluée dans du tampon RDD pendant 20 min a
température ambiante. Apres trois nouveaux lavages, les ARN totaux sont élués par 30 pL

d’eau « RNase-free ».
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VI.2. Dosage des ARN totaux

Les ARN totaux extraits sont dosés par spectrophotométrie (spectrophotométre UV1800
Shimadzu). L’absorbance des échantillons est mesurée entre 240 nm et 320 nm de longueur

d’onde. Une unité d’absorbance a 260 nm correspond 4 40 ug. mL™ d’ARN totaux. La qualité

de I’extraction est jugée par la mesure du ratio absorbanggabsorbancgo nm qui doit étre

compris entre 1,8 et 2,2.

VI.3. Transcription inverse

L’objectif de cette étape est de synthétiser des brins d’ADN a partir des ARNm, de fagon a

obtenir des ADNc (ADN compi@entaire). La transcription inverse est réalisée a I’aide du kit

« iScript cDNA Synthesis » (Biorad, # 18890). L’ARN (1 pg) est mélangé avec 1 pl
d’enzyme « iScript reverse transcriptasg4 pl du tampon adapté a I’enzyme (« iScript
reaction mix » 5X), contenant a la fois des dNTP et des amorces universelles (« random
hexamer primers »), dans un volume final de 20 pL. Le mélange est ensuite cHzafi@ a
pendant 5 min, puis a 42°C pendant 1h, et enfin a 85°C pendant 5 min. Les ADNc obtenus

sont dosés, puis conservé2@°c jusqu’a leur utilisation.

VI.4. Amplification de ’ADNc¢ d’ABCD1 par PCR et clonage dans le vecteur
pGemTeasy

La séquence ADNc d’ABCD1est tout d’abord amplifiée par PCR, a I’aide du kit « Expand

High Fidelity PCR System » (Roche, # 11 732 641 001), a partir des ADNc issus de cellules
HA4ITIEC3. Le couple d’amorces utilisé est le suivant : 5’-accagtccaggtgacatgccggtéicpour

I’amorce sens et 5’-cttcatgtgatccgagagcttggagaapour 1’amorce anti-sens. L’amplification

est réalisée a partir de mg d’ADNc, dans un volume final de 50 pL, en présence de

200 uM de chaque dNTP, 1 uM de chaque amorce, 5% de DMSO, 5 uL de tampon de
réaction contenant 15 mM MgCI(1X final) et 0,75 pL de mélange enzymatique a

3,5 unités.puL}. Le programme utilisé comprend une étape initiale de dénaturation de 1I’ADN

de 3 min a 94°C, suivie de 5 cycles de PCR comprenant une dénaturation de 15s a 94°C, un
appariement des amorces a 56°C pendant 30 secondes et une étape d’élongation de 2 min a

72°C, puis 25 cycles avec une dénaturation de 15s a 94°C, un appariement des amorces de 30s

a 68°C et une étape d’¢longation de 2 min a 72°C (+ 5s a chaque cycle). L’étape de
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polymérisation finale se fait & 72°C pendant 7 minutes. Les amplicons sont ensuité ligués
dans le vecteur pGemTeasy (kit « pGemTeasy Vector System | », Promega, # A1360) suivant
un ratio 2:1 (50 ng d'amplicon pour 25 ng de vecteur), en présence de 5 pL de tampon de
ligation rapide 2X et de 1 pL de T4 DNA ligase 10X (Promega). Le produit de ligaion e
transformé dans des bactéries DilSuper-compétentes. Quelques clones sont ensuite
analysés par mini-préparation plasmidique, digestions enzymatiques des plasmides obtenus
puis électrophorese analytique. Quelques clones positifs sont finalement vérifiés par

séquengage complet de I’insert (société Eurofins MWG-Biotech).

Une fois clonée dans le vecteur pGemTeasy, la séquence ADNc d’ABCD1 de rat est de
nouveau amplifiée, cette fois-avec des amorces permettant d’introduire des sites de

restiction de part et d’autre de la séquence (insert) (Tableau 16). Certaines amorces
permettent en plus d’optimiser les 12 premiers codons de la séquence ADNc d’ABDJ, afin de

permettre son expression chez la levure. D’autres amorces permettent de supprimer le codon

STOP de la séquence ADNc d’ABCD1(insert destiné a étre cloné dans le vecteur pEGFP-N3,
codant une protéine qui sera donc fusionnée a I’EGFP en C-terminal). Apreés amplification par

PCR, les inserts sont clonés dans le vecteur pGemTeasy et leur séquence est entierement

vérifiée par séquencage.

Site de restriction
Insert codant introduit

Vecteur Particularité .
ABCD1 en ’ . ) Amorce sens Amorce anti-sens
.. d’expression de Finsert
position En aval

pcDNA3.1(-) / Pas de GTCGACATGCCGGTAC ol
pEGFP-N3 codon stop TCTCCACT
Séquence | GGTACCCGGGATGCCA | SCOCOCCOCAGTES | 1 oy
£L30 optimisée + | GTTTTGTCTACTCCCTC | GGATGCCTGGGAC pet
P Pas de AGACCCTCGAGAGTG
codon stop ACCACGCTT
pcDNA3.1(-) / GGATCCICAAGTGG
PEL30 GGATGCCTGGGAC
C-terminale GLEGLLGLCATELCE Not! BamH|
EGEPN3 Pas de GTACTCTCCACTC GGATCCAGTGGGG
P ) codon stop ATGCCTGGGACCAG

Tableau 16 Amorces utilisées pour ’amplification de la séquence ADNc d’ABCDI de rat.

Les couples d’amorces varient selon la position (en N- ou C-terminale) du transporteur ABCD1 codé
par linsert, au sein des transporteurs ABCD entiers chimériques, et selon le vecteur d’expression
dans lequel sera cloné l'insert.

1 Voir page208: Ligation d’insert dans un vecteur
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Les geneABCD2 et ABCD3de rat ont été clonées avec la méme méthodologie, avant mon

arrivée en th&. Les amorces ayant été utilisées lors de 1’amplification des ADNc sont

répertoriées dans le Tableau 17.

Particularité
de Finsert

Vecteur
d’expression

Protéine

en position Amorce sens

codée

Amorce anti-sens

Sitede
restriction
introduit

pcDNA3.1(-) Pas de GGGGTCGACTGGAAA | TGCGGCCGCGGATGT ) Not!
pEGFP-N3 codon stop | AATGATACACATGCT | GTCCTCTGCAGTTT
GGGGATCCGTTAGGA
PeONAZ.1() TGCGGCCGCAATGAT | TGTGTCCTCTGCA
C-terminale Notl BamHi
EGEP-N3 Pas de ACACATGCTAAATG GGGGATCCGGATGTG
P codon stop TCCTCTGCAGTTT
pcDNA3.1(-) Pas de GAGGTCGACATGGCG | AAGCGGCCGCTGATC <) Not!
pEGFP-N3 codon stop | GCCTTCAGCAAGTA CGAACTCAACTGTG
ACGGATCCTATGATCC
C-terminale il AAAGCGECLELCATG SAACTCAAGTETE Not! BamH]!
EGFP-N3 Pas de GCGGCCTTCAGCAA GGGGATCCTGATCCG
P codon stop AACTCAAGTGTG

Tableau 17 : Amorces utilisées pour amplifier les séquetbddg& d’ABCD2 et d’ABCD3 de rat.
Lescouples d’amorces varient selon la position (en N- ou C-terminale) du transporteur ABCD codé
par linsert, au sein des transporteurs ABCD entiers chimériques, et selon le vecteur d’expression
dans lequel sera cloné [’insert.

VIl. ETUDE  STRUCTURE-FONCTION DES TRANSPORTEURS ABCD
PEROXYSOMAUX DANS UN MODELE DE FIBROBLASTES CUTANES ISSUS
D’UN PATIENT ATTEINT D’X-ALD

VII.1. Transfection des fibroblastes déficients eABCD1

Pour les expériences de transfection, trois ampoules identiques de fibroblastes a passage 5
(P+5) contenant chacune 1 million de cellules, sont décongelées et ensemencées dans 3
grosses bhoites de Petri (14 cm de diametre). Trois jours plus tard, les cellules sont

réensemencées dans 9 grosses boites de Petri.

Lors de leur ™ passage, soit 6 jours aprés décongélation, les fibroblastes sont transfectés par
AMAXA, a Jl'aide du kit

recommandé spécifiguement pour la transfection de

différents vecteurs d’expression grice au systéme

(F-08421)
fibroblastes. Pour une transfection, 500 000 cellules sont culotées durant 5 min & 200 g avant

« Nucleofectof™ »

d’étre délicatement resuspendues dans 100 pL de solution de nucléofection fournie dans le
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kit. Apres ajout du vecteur d’expression (1 a 3 pg d’ADN en solution aqueuse stérile), la
suspension cellulaire est homogénéisée, puis transférée dans une cuvette appropriée pour
I’éléctroporation. Le programme de nucléofection est alors lancé (P-022 : haute viabilité, ou

U-023 : haute transfection). Les cellules transfectées sont ensuite reprises dans 500 pL de
milieu RPMI complet (10% de sérum de veau feetal et 1 mM de sodium pyruvate), pré-

équilibré a 37°C, sous 5% de €& humidité saturante, puis ensemencées dans un puits de
plague 6 puits dans un volume final de 1,5 mL de milieu RPMI complet pré-équilibré. Le
lendemain, le milieu de culture est remplacé par du milieu DMEM complet, apres un lavage
des cellules au PBS 1X.

VIl.2. Mesure de p-oxydation peroxysomale de fibroblastes cutanés humains

Le principe de la mesure de froxydation d’un AGTLC radiomarqué *(C) sur cellules

entieres, est illustré dans la Figure 66.

Deux jours aprés transfection, les fibroblastes (« Wild-Type » ou déficiensB&b1
transfectés ou non) sont ensemencés dans des flacons de lyophilisation en pyrex stériles, a
raison de 300 000 cellules par flacon. Quatre flacons sont nécessaires par point de mesure de
B-oxydation (un flacon pour le dosage des protémhestrois flacons pour les répétitions d

mesure de f-oxydation).

Soixante-quatre heures apres transfection, les cellules ensemencées dans les flacers en py
sont lavées 2 fois en PBS 1X avant d’étre mises en contact avec 500 pL de « mix » de B-
oxydation (C26:0 non radioactif 10 uM ; C26:0 radioattiitM ; o-cyclodextrine 0,5
mg/mL ; carnitine 2 mM ; milieu HamF10; HEPES 10 mM a pH 7,3). Les flacons de
lyophilisation sont bouchés de maniére étanche avec des bouchons en caoutchouc. Les
cellules sont ensuite incubées 2 heures au bain-marie a 37°C sous une légere agitation. Le
CO; radioactif rejeté est piégé par du NaOH 2M introduit dans un tube Eppendorf a I’intérieur

du flacon. Afin de stopper la B-oxydation, 100 pL d’acide perchlorique 2,6 N sont introduits

dans le flacon a 1’aide d’une seringue en percant le bouchon de caoutchouc. Les flacons sont
ensuite placés une nuit a 4°C pour permettre la captation dp&@ NaOH. Le lendemain,

la radioactivité est mesurée dans la solution de NaOH ayant captée (eoB{tage dd“‘C

pendant 5 min).

15 voir page199: Dosage des protéines avec le réactif BCA
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Stockage :
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Figure 66 : Principe de la mase de la f-oxydation du C26:0.

Afin d’évaluer le niveau de p-oxydation du C26:0 dans des fibroblastes cutanés humains, sont
mesurées la radioactivité’C) présente dans le G@ejeté par les cellules, ainsi que la radioactivité
présente dans la fraction acido-soluble, recueillant les intermédiaires du cyclerate ¢rectangle
rouge).

Avant de mesurer la radioactivité présente dans la fraction acido-soluble contenant entre
aures les intermédiaires du cycle du citrate, les acyl-CoA et les esters de cholestérol, dans
lesquels le C26:0 radioactif peut étre présent (Figure 66), sont éliminés. Une étape de
saponification est nécessaire pour les rendre insolubles et s’en débarrasser. Le lysat cellulaire

contenu dans le flacon est centrifugé a 700 g durant 5 min afin d’éliminer les débris
cellulaires. Apres ajout de 200 puL de NaOH 2N a 500 pL de surnageant, le mélange est
incubé 30 min a 50°C dans un bain-marie et agité toutes les 10 min. Apres incubation, 150 pL
d’acétate de sodium 1M et 300 uL. de H,SO, sont ajoutés.

Afin de purifier les intermédiaires du cycle du citrate, 3 mL de solution MCH (méthanol
chloroforme : heptane ; 1,41 : 1,25: 1 ; vol :vol) sont adjoints au mélange. La solution est
ensuite centrifugée 5 min a 500 g, permettant d’obtenir deux phases. La phase inférieure

(phase organique contenant les AG) est alors éliminée et remplacée par le mélange
MCH : H0 (3,25 : 1,25 vol : vol). Apres agitation, la solution est centrifugée 5 min a 500 g,
permettant 1’obtention de 2 phases. La phase supérieure (1mL) est alors prélevée (phase

agueuse contenant les produits acido-solubles) et la radioactivité présente dans cette fraction
est ensuite mesurée (comptagelipendant 5 min).
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e/sciences 2012 ; 28 - 1987-94

ms

médecine/sciences

» L'adrénoleucodystrophie liée au chromosome
X (X-ALD) est une maladie neurodégénérative
associée a des mutations dans le géne ABCDI
qui code pour un transporteur ABC peroxysomal.
Mieux connue grace aux efforts de la fondation
ELA (association européenne contre les leuco-
dystrophies) et aux récents succés de thérapie
génique publiés dans le journal Science en 2009,
cette maladie reste néanmoins mal comprise.
Le rdle exact d’ABCD1 et de ses homologues, et
le lien exact entre les défauts biochimiques et
métaboliques peroxysomaux et les symptémes
cliniques de la maladie restent a préciser. Cette
revue fait le point de nos connaissances sur
la sous-famille D des transporteurs ABC et sur
I’X-ALD, la plus fréquente des maladies peroxy-
somales. ¢
I i " |
Padrénoleucodystrophie liée au chromosome X (X-ALD)
est la principale maladie peroxysomale! [1]. Elle est
causée par des mutations touchant le géne ABCD! loca-
lisé sur le chromosome X, géne qui code pour un hémi-
transporteur ABC (ATP binding cassette). La déficience
de ce transporteur entrafne un défaut de [3-oxydation
peroxysomale et une accumulation d’acides gras a trés
longue chafne (AGTLC) contenant un nombre d’atomes
de carbone supérieur & 22, saturés (acide tetracosa-
hexanoique C24:0, et acide hexacosanoique C26:0) et
monoinsaturés (C26:1) [2, 3] (Figure 1).
Les transporteurs ABC constituent 'une des plus grandes
familles de protéines et sont conservés des bactéries
jusqu'a I'nomme [4]. Chez les mammiféres, les membres
les plus connus sont la protéine CFTR (cystic fibrosis
transmembrane regulator), dont le défaut est associé &
la mucoviscidose, et la P-glycoprotéine, impliquée dans
le mécanisme de résistance aux traitements antican-
céreux. Les transporteurs ABC sont des protéines trans-
membranaires dont la fonction est de permettre a des
substrats variés de franchir différentes membranes de la

Vignette (Photo © Stéphane Savary)
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cellule grdce d la fixation et & I'hydrolyse de I’ATP. L'unité fonctionnelle
minimale d'un transporteur ABC est constituée de deux domaines trans-
membranaires (TM) et deux domaines cytosoliques (ABC). Les transpor-
teurs ABC ont été classés en sous-familles sur la base d’homologies de
séquence. La sous-famille D, chez les mammiféres, comprend quatre
membres qui sont des hémitransporteurs (un seul domaine TM et un seul
domaine ABC) : ALDP (ABCD1), ALDRP (ABCD2), PMP70 (peroxisomal
membrane protein T0-kDa, ABCD3) et PMP49 (ABCD4) [5]. Les trois pre-
mieres protéines sont localisées dans la membrane peroxysomale tandis
quABCD4, bien qu'initialement décrite dans le peroxysome, est en fait
localisée dans le réticulum endoplasmique. !

Les transporteurs ABC de la membrane peroxysomale

Le peroxysome est un petit organite intracellulaire présent dans toutes les
cellules a 'exception des hématies. Ses fonctions métaboliques ant sou-
vent été sous estimées en regard de celles attribuées a la mitochondrie,
au lysosome et a I'appareil de Golgi. £n fait, c’est un organite cellulaire
essentiel et il en est pour preuve I'extréme sévérité des maladies géné-
tiques associées & I'absence de peroxysomes’ ou a leurs dysfonctionne-
ments, dont notamment I’X-ALD. Les principales fonctions peroxysomales
concernent le métabolisme lipidique, avec I'ci- et la B-oxydation des

! Buse de données http://omim org/e

y/300100
¢ Les maludies de la biogenése perox
séverité, on trouve - le syndrome de
de Refsum |l faut y ajouter la chondrod!

amale sont bien plus rares que I'X-ALD. Par ordre décroissant de
Lellweger, I'adrénoleucodystrophie néonatale et la maladie infantile

lasie rhyzomélique ponctuée

1087
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Figure 1. Uadrénoleucodystrophie lise & X (X-ALD). UX-ALD est due & des mutations du géne ABCDI, conduisant & I'absence d'expression du
transporteur ABCDI/ABCDT ou @ la présence d'un transporteur non fonctionnel dans la membrane du peroxysome. Ceci se traduit par un défaut
de B-oxydation peroxysomale La comparaison du profil lipidique de sujets sains {4) et de patients X-ALD (B) montre clairement une accumula-
tion des AGTLC chez les patients. Les acides gras & trés longue chaine (AGTLC : C24:0, C26:0, etc ) sont apportés par I'alimentation ou synthétisés
dans le réticulum endoplasmigue par allongement, via I'activité des élongases, de la chaine carbonée & partir des acides gras d longue chaine,
en particulier I'acide palmitique (C16:0) et acide stéarique {C18.0). Les AGTLC sont abondants dons la myéline, mais leur accumulation apparait
néfaste. Leur dégradation par P-oxydation o lieu uniguement dans le peroxysome. Avant d’&tre transportés dans le peroxysome par ABCDL, les
AGTLC sont convertis en acyl-Cod (activation) grdce a la synthétase FATP4 localisée & la fois au niveau du peroxysome, du réticulum endoplas-
mique et de la mitochandrie. Les acyl-Cof sont ensuite raccourcis de deux atomes de carbone & chaque cycle Jusqu'a Ioctanoyl-CoA {C8.0-Coh)
qui sort du peroxysome par un mécanisme mconnu pour finir sa dégradation dans la mitochondrie. Lamitochondrie est en effet e principal leu de
la B-oxydation des acides gras a courte, moyenne ou longue chaine {nombre de carbones < 22) dont I"activation dépend d’autres synthétases A
la différence du peroxysome, I'entrée dans la mitochondrie des AGLC-Cof dépend de la carnitine-palmitoyl transférase | {CPT1) et 11 (CPT2), et de
la carnitine-acylcamitine translocase (CACT)

acides gras, ainsi que la biosynthése des plasmalogénes (lipides essen-
tiels du cerveau) et des acides biliaires [6]. Ces fonctions métaboliques
complexes nécessitent le transport de diverses molécules - en particulier
des AGTLC - a travers la membrane peroxysomale. Ce transport spécifique
serait dévolu aux transporteurs ABC peroxysomaux de la sous-famille D et
serait précédé par Factivation des acides gras grce & une synthétase spé-
cifique (FATP4) qui les transforme en acyl-CoA. Dans X-ALD, la déficience
en ABCD] conduit & un défaut de B-oxydation peroxysomale des AGTLC
et ainsi & leur accumulation [2, 3] (Figure 1. €n effet, la B-oxydqtion
mitochondriale, qui représente I'unique voie cellulaire de dégradation
directe des AGTLC, ne peut prendre en charge que les acides gras dont la
longueur de la chafne est inférieure & 22 atomes de carbone. Cette accu-
mulation d’AGTLC résulte également de 'augmentation de leur synthése
endogéne au niveau du réticulum endoplasmique par les élongases :

mes e 12, vol. 26, décembre 2012

I'action de ces derniéres permet d’allonger la chafne car-
bonée des AGLC. Cette accumulation tissulaire d’AGTLC
caractérise aussi les souris déficientes en ABCDI qui ont
été produites. Ces souris ne développent toutefois pas la
forme cérébrale de 'X-ALD, et n'expriment que tardive-
ment des anomalies neurologiques périphériques évoquant
Fadrénomyéloneuropathie (AMN) [7]. La démonstration
récente que les AGTLC s'accumulent dans les fibroblastes
de patients X-ALD sous la forme d’acyl-Cod, conjuguée a
des travaux de complémentation fonctionnelle par ABCDI
humain chez des levures déficientes en PXAl et PXAZ
(orthologues des transporteurs ABCD humains), ont ren-
forcé I'hypothése de I'implication d’ABCD1 dans le trans-
port des AGTLC sous forme d’acyl-CoA [3].
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Figure 2. Représentation schématique des hémitransporteurs ABCD assemblés en homo et hétérodiméres. Les substrats transportés connus sont
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Le role d’ABCD2 reste a préciser mais différents travaux in vitre et
in vivo ont montré que ce transporteur peut compenser, en partie, le
défaut d’ABCDI, et prendre en charge les AGTLC saturés et monoinsa-
turés [9-11]. Il pourrait également jouer un réle dans le transport des
acides gras polyinsaturés, notamment de 'acide docosahexaénoique
(DHA, C22:6 n-3), acide gras essentiel dans le cerveau et la rétine.
Cet acide gras a pour particularité d'étre dégradé dans le peroxysome,
mais aussi d'y tre synthétisé. &n effet, & la suite d’étapes d'élon-
gation et de désaturation de I'acide Ct-linolénique (C18:3 n-3) dans
le réticulum endoplasmique, il y a formation de C24:6 n-3 qui subit
ensuite un cycle de [3-oxydation (perte de 2 atomes de carbone) dans
le peroxysome pour former le DHA. ABCD2 pourrait ainsi participer a la
fois au transport du DHA pour sa dégradation et au transport de son
précurseur immédiat pour sa synthése [12-14].

Concernant ABCD3, & encore, il appardit que la surexpression d’ABCD3
peut compenser biochimiquement la déficience en ABCDI, signe
quABCD3 peut transporter des AGILC saturés et monoinsaturés, mais
avec une moins bonne efficacité [9]. Le réle exact d’ABCD3 reste & pré-
ciser, d'autant plus que cette protéine est exprimée de fagon ubiguiste
et qu'il s'agit d’une des protéines peroxysomales possédant le plus fort
niveau d’expression. Associée dans un premier temps 4 tort au syndrome
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de Zellweger [15], la déficience en ABCD3 n'est en fait
pas liée d un défaut de biogenése peroxysomale. Les
études réalisées chez les souris déficientes en ABCD3
suggérent que cette protéine est impliquée dans le trans-
port des acides gras branchés, des précurseurs des acides
biliaires et des acides dicarboxyliques [5].

Les protéines ABCD sont des hémitransporteurs :
doivent donc se dimériser pour former une unité fonc-

ils

tionnelle {Figure 2). Chez la levure, il nexiste que deux
transporteurs ABC peroxysomaux, PXAl et PXAZ, qui
s'associent sous forme d’un hétérodimére pour former
un transporteur fonctionnel. Chez les mammiféres, plu-
sieurs études ont suggéré qu’ABCD1, ABCD? et ABCD3 sont
fonctionnels sous forme d’homodimeéres. &n fait, diffé-
rentes équipes, dont la ndtre, ont démontré I'existence
d’interactions physiques entre les différents hémitrans-
porteurs, indiquant qu’homodimeéres et hétérodimeéres
coexistent [14, 16]. Les niveaux d’expression relatifs de
ces trois transporteurs varient fortement, que ce soit au
cours du développement ou en fonction des tissus [17,
18]. Ainsi, selon les situations, le jeu des combinaisons
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permet d'aboutir potentiellement jusqu'da six transporteurs spécifiques
dont il reste a élucider la fonction (Figure 2). La redondance fonction-
nelle partielle entre les protéines ABCD1, ABCD2 et ABCD3 ne permet pas
de compenser la déficience en ABCD1 & I'état basal. Néanmains, elle
présente un intérét thérapeutique évident & condition d’&tre en mesure
d’induire "expression d’ABCD2 et/ou d’ABCD3 de maniére spécifique chez
les patients. Dans cette optique, il est nécessaire de mieux comprendre
I"origine de cette redondance et donc, implicitement, d’avoir une meil-
leure connaissance des molécules transportées et du type de transpor-
teur associé (homodimere ou hétérodimére).

L’adrénoleucodystrophie liée au chromosome X :
une maladie neurodégénérative complexe

Bien que classée parmi les maladies rares, I'X-ALD est la plus fréquente
des maladies peroxysomales avec une incidence d’environ 1 cas pour
17 000 naissances. Cette incidence la situe & peu prés au méme niveau
que la phénylcétonurie, maladie pour laguelle un dépistage systéma-
tique est réalisé & la naissance. L'X-ALD a été décrite pour la premiére
fois en 1923 par Siemerling et Creutzfeldt, mais ce sont surtout les
travaux de Moser et I'histoire de Lorenzo Odone, enfant souffrant d’X-
ALD, narrée dans le film Lorenzo avec Nick Nolte et Susan Sarandon, qui
ont permis de mieux faire connaitre cette maladie. &n 1993, le clonage
positionnel du géne ABCDI et la démonstration que des mutations de
ce géne sont responsables de la maladie ont constitué une avancée
majeure dans la compréhension de I'X-ALD [3]. A ce jour, plus de 500
mutations non récurrentes ont été identifiées dans le géne ABCDI chez
les patients. Ces mutations sont référencées dans la base de données
X-ALD (http://www.x-ald.nl/). Depuis le clonage du géne ABLDI, de
nombreux travaux ont été réalisés dans le but de mieux comprendre
cette maladie complexe mais aussi de développer des stratégies thé-
rapeutiques. £n dépit de ces efforts, beaucoup d'inconnues demeurent
sur la physiopathogenese de I’X-ALD et plusieurs pistes thérapeutiques
continuent & &tre explorées.

Description clinique de I’X-ALD

L'X-ALD touche essentiellement les gargons, mais quelques formes
graves ont également été recensées chez les femmes. Du point de vue
clinigue, les formes de la maladie sont trés variables, aussi bien en ce
qui concerne |'fige de début (enfance, adolescence, fige adulte) que
la symptomatologie (Tableau /). Les deux formes principales sont la
farme cérébrale infantile (CCALD, environ 38 % des cas) et I'adréno-
myéloneuropathie {AMN) {environ 50 % des cas). La forme infantile est
la plus sévere. Les gargons affectés de CCALD développent, vers I'dge
de 6 ans, une démyélinisation cérébrale inflammatoire qui entraine le
plus souvent leur mart & I'adolescence. UAMN s’exprime apres 'dge de
20 ans et se caractérise par une neuropathie périphérique non inflam-
matoire. Une paralysie spastique progressive accompagnée de troubles
de I'équilibre conduit & des handicaps mateurs plus ou moins sévéres.
Dans environ un tiers des cas masculins, une atteinte cérébrale peutse
développer. Chez environ 70 % des hommes, la maladie s’accompagne
d’une insuffisance surrénale {maladie d’Addison). Les femmes por-
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teuses de mutations ABCDI développent généralement
une AMN plus tardivement {aprés 40 ans) ; le tableau
clinique est moins sévére, et I'insuffisance surrénale
rare. Bien que les mutations du géne ABCOI soient une
constante chez les patients, aucune corrélation entre
génotype et phénotype n’a pu étre mise en évidence.
Ceci a conduit & rechercher des génes modificateurs,
genes qui, selon leur séquence ou leur niveau d'expres-
sion, pourrdient atténuer ou, au contraire, aggraver le
phénatype clinique.

Physiopathogenése, AGTLC, stress oxydant

et inflammation

D'un point de vue hiochimique, la maladie est caracté-
risée par I'accumulation d’AGTLC {C24:0 et C26:0) dans
le plasma et les tissus, et c'est d’ailleurs ce paramétre
qui permet d’en faire le diagnostic. Plusieurs travaux
suggérent ou démontrent que les AGTLC ont des effets
toxiques directs sur les différents types cellulaires des
tissus qui sont altérés chez les malades. Cest le cas des
oligodendrocytes qui sont responsables de la production
de myéline dans le cerveau, et des cellules adrénocorti-
cales qui interviennent dans la production de corticotro-
phine dans les surrénales. Les AGTLC peuvent induire une
déstabilisation de la structure et des fonctions des mem-
branes cellulaires et de celles d’organites (mitochon-
dries, lysosomes), et conduire d la génération d’un stress
oxydant délétére pour les cellules. Malgré ces effets
néfastes qui suggérent que 'accumulation d’AGTLC serait
la cause princeps de la maladie, il ne semble pas y avoir
de corrélation entre le niveau plasmatique des AGTLC,
I"évolution de la maladie et la gravité des symptdmes.
Par ailleurs, I'analyse de modeéles murins chez lesquels un
défaut peroxysomal peut &tre induit spécifiquement dans
un type cellulaire donné, indique que c’est I'altération
des fonctions peroxysomales dans les oligodendrocytes
et les cellules microgliales qui contribue majoritairement
4 l'inflammation cérébrale au cours du processus de
démyélinisation [19]. Les causes du développement de la
forme cérébrale sévére d’X-ALD, en particulier les cibles
cellulaires et les facteurs de risque, sont donc actuel-
lement encore assez mal connus. On ne peut exclure
I'intervention de facteurs intrinséques autres que les
anomalies touchant les transporteurs ABC peroxysomaux,
et contrdlés par des génes modificateurs, ainsi que celle
de facteurs extrinséques autres que les seuls AGTLC.
Plusieurs arguments suggérent que [’X-ALD est un syndrome
neurodégénératif impliquant des composantes telles que
le stress oxydant, l'inflammation et des désordres méta-
baliques [20]. LCaugmentation des taux plasmatiques de
produits issus de la peroxydation lipidique et la diminution
des défenses antioxydantes sont en faveur d'une rupture
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Figure 3. Bases moléculaires de I’X-ALD : the three hit hypothesis. Schéma hypothétique de la cascade d’événements conduisant a la démyéli-

nisation dans I’X-ALD. Adapté par M. Baarine (université de Bourgogne, Dijon, France) et G. Lizard d’aprés Singh et Pujol [20]. Le stress oxydant

et I'inflammation peuvent correspondre a des facteurs extrinséques indépendants des AGTLC ou issus des activités biologiques de ces derniers,

illustrant ainsi importance des facteurs environnementaux dans le développement de I’X-ALD. En raison des cibles multiples du stress oxydant

(lipides, protéines et acides nucléiques), mais aussi des radicaux oxygénés impliqués et de I'état des défenses antioxydantes, les modifications

post-transcriptionnelles issues de "oxydation pourraient aboutir & un enchainement d’événements (inflammation et mort cellulaire) susceptibles

de varier chronologiquement. Ainsi, en fonction des facteurs environnementaux impliqués, rien ne permet d’exclure que I'inflammation, voire

I'induction de mort cellulaire, puisse constituer le 1* hit. Par conséquent, si I’on peut considérer que les événements stress oxydant/inflamma-

tion/dégénérescence/mort des oligodendrocytes sont des composantes majeures de I’X-ALD dans sa forme démyélinisante sévere, il est difficile

d'affirmer, dans I'état actuel des connaissances, que la succession d’événements initialement envisagée soit la seule possible.

de I'équilibre RedOx [21]. Il en est de méme de I'augmentation du taux
de la sous-unité membranaire de la NADPH oxydase gp91™°* dans les leu-
cocytes de patients [22] et de la présence de protéines carbonylées dans
les monocytes [23]. Au niveau des Iésions cérébrales plusieurs anomalies
ont été décrites : I'augmentation importante des transcrits de cytokines
pro-inflammatoires et de NO synthase [24], celle du niveau d’expression
de la 5-lipoxygénase [25] et la présence d'infiltrats périvasculaires de
lymphocytes T et B et de macrophages. Une analyse fonctionnelle géno-
mique par puce a ADN réalisée a partir d’échantillons de cerveaux de
patients CCALD et AMN a également révélé des désordres métaboliques :
insulino-résistance et anomalies de la glycolyse. Les souris déficientes en
ABCD1 expriment d’ailleurs des perturbations métaboliques analogues &
celles qui sont observées chez 'lhomme, ainsi qu’un stress oxydant impor-
tant [26]. Uinactivation d’ABCDI dans des astrocytes a I'aide de siARN
démontre I'implication d’ABCD1 dans le contréle de I'équilibre Redox et de
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Pinflammation [25, 27]. Bien que la déficience en ABCD1 et
I'implication des AGTLC aient été démontrées dans la géné-
ration d’un stress oxydant dans des oligodendrocytes [28],
cela n'exclut pas que d’autres facteurs puissent moduler
ce phénomene in vivo et contribuer ainsi au déclenchement
de la forme sévere d’X-ALD. LU'ensemble de ces résultats,
qui conférent au peroxysome un rdle important dans I’ho-
méostasie inflammatoire et oxydative, a conduit & propo-
ser I'hypothése du three hit hypothesis [20], selon laquelle
les facteurs environnementaux comme le stress oxydant
et I'inflammation constitueraient des facteurs de risque
additionnels. La cascade d’événements aboutissant a la
démyélinisation ferait donc intervenir un stress oxydant
et I'inflammation, et conduirait a des dysfonctionnements
peroxysomaux et mitochondriaux généralisés (Figure 3).
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Stratégies thérapeutiques

Une des premiéres thérapies mise au point pour les patients atteints
d’X-ALD visait & diminuer les niveaux d’AGTLC. Cette thérapie nutri-
tionnelle est basée sur I'apport d’acides oléique (C18:1) et érucique
(C22:1) dans des proportions 4:1 (huile de Lorenzo) en complément
d’un régime pauvre en AGTLC. Cette combinaison permet de dimi-
nuer en quelques semaines les niveaux plasmatiques d’AGTLC chez
les patients. Son administration n'a hélas pas d'effet bénéfique sur
I"évalution des symptdmes neurodégénératifs, et ne ferait que retarder
I'apparition des signes neurologiques de la maladie et ralentir ['évolu-
tion des formes AMN [29].

Environ 70 % des patients atteints d’X-ALD présentent une insuffisance
surrénale primaire (maladie d’Addison). Une thérapie de substitution
est donc quasi systématiquement proposée aux patients. Méme si elle
n'influence hélas en rien I'apparition et la progression des symptémes neu-
rologiques, elle permet de compenser efficacement le défaut de séerétion
des hormones produites par les glandes surrénales. Les divers essais de
thérapie pharmacologique visant & moduler le métabolisme lipidique, le
systéme immunitaire, ou & réduire I'inflammation ont malheureusement
échoué. Un espoir réside néanmoins dans l'identification de molécules
pharmacologiques capables d'induire une surexpression ciblée des génes
ABCD2 ou ABCD3 et, ainsi, de compenser en partie la déficience en ABCD1.
En ce qui concerne ABCD2, nous avons pu mettre en évidence plusieurs
voies d'induction pharmacologique ou hormanale dans différents modéles
cellulaires, y compris dans des cellules d’origine cérébrale [30-33].
Hélas, méme si certaines molécules testées peuvent traverser la barriére
hémato-encéphalique, les tests chez I'animal ont souvent chouti & des
résultats mitigés, une induction étant retrouvée dans le foie mais pas dans
le cerveau. Le stress oxydant étant aujourd’hui reconnu comme un élément
clé de la physiopathogenése de I'X-ALD, une thérapie pharmacologique
basée sur 'utilisation d’antioxydants suscite beaucoup d’espoirs. &n effet,
la combinaison de trois molécules antioxydantes (I’C-tocophéral, le
N-acétyl-cystéine et I'acide lipoique) administrée aux souris déficientes
en ABCDI et développant [e phénotype AMN permet de faire disparditre le
stress oxydant, la dégénérescence axonale et les défauts locomoteurs de
ces souris [34]. Cette étude a permis de démarrer un essai clinique afin
de voir si les antioxydants peuvent effectivement avoir un effet bénéfique
chez les patients atteints d’AMN.

Pour les patients présentant la forme infantile de I’X-ALD, la greffe
de cellules souches hématopoiétiques constitue la seule thérapie
capable de stopper le processus de neurodégénérescence inflamma-
toire. Bien que le mécanisme des effets bénéfiques de cette procédure
soit toujours inconnu, on sait que lo greffe doit étre pratiquée a un
stade précoce de la maladie. Ceci limite le nombre de patients pou-
vant en bénéficier. De plus, le risque de complications aprés |a greffe
est élevé et peut entrainer e décés du receveur (15 & 20 % des cas
chez les enfants). La thérapie génique permet d’éliminer le probléme
de compatibilité entre donneur et receveur qui se pose lors d’une
greffe de cellules souches hématopoiétiques, et de diminuer le risque
de complications et la morbidité postgreffe. La thérapie génique
s’adresse aux patients atteints de la forme infantile de ’X-ALD a
un stade précoce et pour lesquels aucun donneur de moelle osseuse
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compatible n'a pu &tre trouvé. |l s'agit de faire exprimer
par les cellules souches hématopoiétiques de la moelle
osseuse du patient un géne ABCDI normal, via un vec-
teur lentiviral, puis de les réintroduire chez le patient.
On suppose que ces cellules génétiquement modifiées,
par leur capacité & se différencier en cellules résidentes
microgliales, pourraient avoir une action bénéfique
« détoxifiante » ou stabilisatrice vis-a-vis du triptyque
oligodendroeytes (cellules produisant la myéline),
astrocytes {cellules nourriciéres), neurones (cellules
assurant la transmission de I'influx nerveux). Chez deux
enfants atteints d’X-ALD qui ont pu bénéficier de ce
programme il y a quatre années, la thérapie génique a
permis de stopper e processus de neurodégénérescence
inflammatoire [35]. Cette thérapie représente donc un
nouvel et réel espoir pour les patients atteints d’X-ALD.

Conclusion

L'X-ALD demeure aujourd’hui encore, par bien des aspects,
un véritable défi pour les médecins et les scientifiques.
Bien que la cause de la maladie soit clairement identifiée -
déficience en un transporteur ABC peroxysomal -, le fonc-
tionnement de ce transporteur ou de ces homologues, le
mécanisme moléculaire du transport, les partenaires pro-
téiques éventuels indispensables & sa fonction ou encore
la compréhension de la redondance partielle avec ABCD? et
ABCD3 restent a clarifier. De méme, la physiopathogenese
de I'X-ALD comprend encore de nombreuses inconnues.
L'absence de corrélation entre génotype et phénotype
clinique, et le fait que méme de vrais jumeaux puissent
développer des formes différentes de la maladie laissent
perplexe. Quel est |e lien exact entre I'accumulation des
AGTLC, la démyélinisation, I'inflammation et le stress oxy-
dant ? Quel est le facteur déclenchant ou encore I'ordre
des événements conduisant & la progression irréversible de
la pathologie ? Les efforts de la recherche fondamentale
visant & apporter des réponses & ces différentes questions
doivent absolument étre poursuivis. Néanmoins et malgré
toutes ces questions, le succés retentissant rencontré
par 'essai cliniqgue de thérapie génique fait souffler un
véritable vent d’optimisme et souléve des espoirs, non seu-
lement pour les patients X-ALD, mais aussi pour d'autres
maladies neurodégénératives. ¢

SUMMARY

X-linked adrencoleukodystrophy (X-ALD) is a complex
neurodegenerative disease associated with mutations
inthe ABCDI gene, which encodes for a peroxisomal ABC
transporter. Thanks to the efforts of the ELA foundation
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and to the recent successes of gene therapy published in Science in 2009,

X-ALD is better known but still remains poorly understood. The exact

role of ABCD1 and its homologs, as well as the exact link between the

biochemical and metabolic peroxisomal defects and the clinical symp-

toms of the disease remain to be elucidated. This review summarizes the

knowledge concerning the subfamily D of the ABC transporter family and

concerning X-ALD, the most frequent peroxisomal disorder. ¢
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