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~ Resume etendu ~

Les fonctions cérébrales sont régies par le transfert d’informations d’une structure a une
autre. Les neurones de projection sont I'unité fonctionnelle de la communication nerveuse et
sont intégrés au sein du néocortex lors de la corticogenese. Le développement de celui-ci
commence des ’embryogenese avec la production des neuroblastes, par les cellules de la glie
radiaire, qui migrent de fagcon laminaire jusqu’a leur destination, afin de se différencier pour
former les six couches corticales du néocortex des mammiféres. Pour ce faire, les neuroblastes
sont soumis a de nombreux facteurs intra- et extracellulaires. Parmi eux, la régulation des taux
d’especes réactives de 1’oxygene est primordiale, puisque les radicaux libres interviennent
comme seconds messagers dans de nombreuses voies de signalisation, comme la prolifération
et la différenciation cellulaire, mais a I’inverse, leur exces peut conduire a la mort cellulaire.
Ainsi, les systemes de défense antioxydants, comprenant les sélénoprotéines, assurent le
maintien de I’homéostasie redox. Bien que la fonction d’oxydo-réduction conférée aux
sélénoprotéines via la présence de sélénocystéine soit établie, la fonction et le mode d’action
de certaines d’entre elles restent encore a établir. La sélénoprotéine T (SELENOT) fait partie
de ces enzymes dont la fonction est peu comprise, mais dont de récentes recherches ont révélé
son role lors du développement embryonnaire et dans la protection contre les dommages du

stress oxydatif.

Le premier axe de recherche de ma thése a permis de mieux caractériser le profil
d’expression de la SELENOT au niveau cortical, lors de I’embryogenése et des stades
postnataux. Les données démontrent ainsi sa présence au moins dés le 12°™ jour embryonnaire
au sein de toutes les couches corticales et son expression est augmentée tout au long de la vie
de la souris Mus musculus. La SELENOT est donc requise a la fois pour le développement du
systeme nerveux et ¢également lors du vieillissement cérébral, mettant en jeu un métabolisme
cellulaire différent de celui retrouvé pendant I’embryogenése. L’analyse des populations
neuronales a montré que la SELENOT est exprimée aussi bien dans les neurones immatures
glutamatergiques et GABAergiques en prolifération et en migration, que ceux en différenciation
au niveau de la plaque corticale, lors de I’embryogenese. La SELENOT semble donc requise

pour parfaire la mise en place du néocortex lors de ces divers processus.
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Pour comprendre plus finement I’implication de cette sélénoenzyme lors de la migration
des neuroblastes, nous avons utilis¢ un modele d’invalidation ciblée, par électroporation in
utero, afin d’induire la perte de la SELENOT au sein des cellules souches neurales localisées
au bord des ventricules latéraux. L’absence de cette sélénoenzyme lors de 1’embryogenése
induit alors des anomalies de positionnement des neuroblastes lors de leur migration, étant
davantage localisés au niveau de la zone de migration plutdt qu’au niveau de la plaque corticale.
La diminution du nombre de neurones immatures ayant atteint la plaque corticale 72 h apres
¢lectroporation peut s’expliquer par la perte de polarité de ces neuroblastes invalidés. En effet,
ces derniers présentent un angle de migration supérieur a celui des neuroblastes contrdles,
induisant une perte de leur polarité et empéchant leur déplacement vers la superficie du
néocortex. De plus, I’invalidation de la SELENOT au niveau des cellules de la glie radiaire
conduit a des anomalies de leur échafaudage puisque leurs prolongements, servant de support
pour la migration des neuroblastes, deviennent discontinus. L’absence de la SELENOT a donc
pour conséquence la perte de polarité des neuroblastes ainsi que D’irrégularité des
prolongements de la glie radiaire, aboutissant a des anomalies de migration de ces cellules vers
leur destination finale. En accord avec ces données, I’analyse des couches corticales chez la
souris adulte dont le géne de la SELENOT a ét¢ invalidé au niveau des cellules neurales,
démontre des altérations de positionnement des neurones de projection au niveau des couches

profondes.

Les résultats obtenus indiquent alors I’importance de la SELENOT lors de la mise en
place des neurones de projection et plus particuliérement pour leur migration. La SELENOT
est donc un acteur essentiel lors de la corticogenése, et semble étre également nécessaire lors
des processus de vieillissement cérébral. Ces données, ainsi que les récentes études publiées,
laissent penser que la SELENOT pourrait agir en tant qu’agent neuroprotecteur permettant le
maintien de I’homéostasie redox, mais également comme acteur clé dans la synthése de
protéines indispensables a la migration neuronale. La détermination des mécanismes
moléculaires impliquant la SELENOT et ses différents partenaires lors de la mise en place du
néocortex permettra a terme de mieux comprendre son mode d’action et ses effets sur la
régulation des taux des radicaux libres en conditions physiologiques. Ces recherches pourront
ainsi déboucher sur des pistes thérapeutiques dans les maladies neurodéveloppementales et

neurodégénératives impliquant le stress oxydatif.



Summary

~ Summary ~

Cerebral functions are mediated by the transfer of information from one structure to
another. Projection neurons are the functional units of nerve communication and are integrated
within the neocortex during corticogenesis. The development of the latter begins during
embryogenesis with the production of neuroblasts, by radial glia cells, which migrate laminarly
to their destination, in order to differentiate and to form the six cortical layers of the mammalian
neocortex. For this, neuroblasts are affected by numerous intra- and extracellular factors.
Among them, the regulation of the levels of reactive oxygen species is primordial, as free
radicals may serve as second messengers in different cellular processes, such as cell
proliferation and differentiation; however, their excess can lead to cell death. Thus, the
antioxidant defence system, including selenoproteins, ensures the maintenance of redox
homeostasis. Although the redox function of selenoproteins conferred via the presence of the
selenocysteine amino acid is established, the function and mode of action of some of them has
yet to be established. Selenoprotein T (SELENOT) is one of these enzymes whose function is
poorly understood, although recent studies have revealed its role during embryonic

development and in protection against damage from oxidative stress.

The first line of research of my thesis allowed to better characterize the expression
profile of SELENOT at the cortical level, during embryogenesis and postnatal stages. These
data showed its expression at least from the 12" embryonic day in all cortical layers and its
increased expression throughout the life of the Mus musculus mouse. SELENOT is thus
probably required both for the development of the nervous system but also during cerebral
aging, which involves different cellular metabolic regulations compared to embryonic
metabolism. Immunohistochemistry and in sifu hybridization analyses of neuronal populations
showed that SELENOT is expressed in immature glutamatergic and GABAergic neurons in
proliferative and migrating layers, as well as in those differentiating within the cortical plate
during embryogenesis. Therefore, SELENOT could be involved in the different processes

leading to the formation of the neocortex.

To determine the possible role of this selenoenzyme during neuroblast maturation, we
used an in-utero electroporation method, which ensures a targeted invalidation of a gene of

interest, to disrupt the SELENOT gene in neuronal progenitors located at the edge of the lateral
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ventricles. The loss of this protein during embryogenesis induces neuroblast positioning
abnormalities during their migration; the neuroblasts being localized rather in the migration
zone than in the cortical plate. The decrease in the number of immature neurons that reached
the cortical plate 72 hours after electroporation can be explained by the loss of polarity of these
SELENOT-deficient neuroblasts. Indeed, the latter present a greater angle of migration than the
control neuroblasts, triggering thus a loss of their polarity and their ability to move towards the
neocortex surface. In addition, disruption of SELENOT in radial glia cells led to abnormalities
in their scaffolding as their extensions, serving as a support for the migration of neuroblasts,
become discontinuous. Therefore, the absence of SELENOT results in the loss of polarity of
the neuroblasts as well as the irregularity of the radial glia extensions, resulting in abnormal
migration of these cells to their final destination. In accordance, analysis of cortical lamination
in adult knockout mice where SELENOT was disrupted in neural cells showed the alteration of

deep projection neuron positioning.

The results obtained in this thesis highlight the importance of SELENOT during the
establishment of projection neurons and particularly during the migration stages. SELENOT is
therefore an essential player during corticogenesis, but probably also during cerebral aging
processes. These data, as well as those recently published by our team, suggest that SELENOT
could act as a neuroprotector by maintaining redox homeostasis and may also serve as a key
effector in the synthesis of proteins essential for neuronal migration. Investigation of the
molecular mechanisms involving SELENOT and its potential partners during the establishment
of the neocortex will ultimately allow a better understanding of its mode of action and its effects
on the regulation of free radicals under physiological conditions. These findings may allow to
develop a therapeutic approach to treat neurodevelopmental and neurodegenerative diseases

involving oxidative stress.
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Introduction

I] Le cortex cérébral

1.1) Place du néocortex au sein du systéme nerveux central

1.1.1) Le systéme nerveux central

a) Communication nerveuse et acteurs cellulaires

Le systéme nerveux se divise en deux parties fonctionnelles, comprenant le systéme
nerveux central (SNC) et périphérique (SNP). Le SNC se compose alors de I’encéphale
(communément nommé cerveau) et de la moelle épiniere, tandis que le SNP est formé par les
nerfs spinaux et les ganglions nerveux. Les corps cellulaires des neurones sont, en majeure
partie, localisés au sein du SNC, mais les ganglions du SNP contiennent également les corps
cellulaires d’une partie des neurones sensoriels ainsi que ceux de quelques neurones effecteurs
non-moteurs. Les deux acteurs du systéme nerveux sont ainsi en constante relation afin de
relayer les informations. En effet, lorsqu’un stimulus provenant du milieu environnant ou
interne est pergu par les récepteurs, celui-ci est acheminé jusqu’au SNC par les voies afférentes
ou I’information est traitée. Le SNC répond ensuite a cette information via les voies efférentes
du SNP jusqu’aux organes effecteurs afin de maintenir I’homéostasie du milieu interne. Les
voies efférentes se divisent a leur tour en deux grandes parties, comprenant le systéme nerveux

somatique (aussi qualifié¢ « volontaire ») et autonome (ou « involontaire ») (Figure 1).

L’unité fonctionnelle du systéme nerveux est le neurone, spécialisé¢ dans la signalisation
électrique pour transmettre un message nerveux jusqu’a l’organe effecteur. Pour cela, le
neurone est doué de plusieurs caractéristiques : il est excitable, c’est-a-dire qu’il est capable de
modifier son potentiel de membrane de maniere rapide et transitoire, le neurone est ¢galement
capable de propager un signal électrique sous la forme d’un potentiel d’action, le long de son
axone, et ’information codée par les signaux électriques est communiquée a la cellule suivante
par transmission synaptique. Cette dernicre se fait majoritairement par un processus chimique,
libérant des neurotransmetteurs ou des neuromodulateurs au niveau des fentes synaptiques.
Chez I’homme, nous dénombrons environ 86 milliards de neurones. Pour comparaison, 71
millions sont retrouvés chez la souris et pres de 6,7 milliards chez le macaque. La proportion
de neurones varie ¢galement en fonction des structures cérébrales. Le cortex cérébral représente

82% de la masse cérébrale chez ’Homme mais ne contient que 19% de la totalité des neurones,
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Figure 1 : Organisation fonctionnelle du systéme nerveux (SN). Le SN se divise en deux
parties, comprenant le SN central (SNC) et le SN périphérique (SNP). Le SNC est composé de
I’encéphale et de la moelle épinicre, recevant et traitant les informations sensitives (partie
verte). Ces informations sont transmises au niveau des organes effecteurs (partie jaune) en
passant par le SNP (partie bleue). Les efférences motrices sont ¢galement divisées en plusieurs

composantes, comprenant le SN somatique (volontaire) et autonome (involontaire). Adapté de
Purves et al., 2015. Réalisé grace a la banque d’images smart.servier.com.

tandis que le cervelet qui représente 10% de la masse cérébrale, comprend a lui seul 80% des
neurones totaux (Herculano-Houzel, 2009). Ce grand nombre de neurones se divise en plusieurs
sous-populations en fonction notamment des neurotransmetteurs sécrétés, formant un réseau
neuronal complexe afin de répondre au mieux aux différents stimuli pergus. Les
neurotransmetteurs libérés ont alors des effets post-synaptiques excitateurs (acétylcholine,
glutamate, cathécholamines, etc.) ou inhibiteurs (acide y-aminobutyrique -GABA-, glycine).
Les neuropeptides (pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide -PACAP-, substance P,
etc.) ont également une fonction de neurotransmetteurs excitateurs ou inhibiteurs et se
distinguent simplement de la premiere catégorie de neurotransmetteurs par leur taille bien plus
importante (de 3 a 36 acides aminés). Les neuropeptides sont parfois désignés sous le terme de

neuromédiateurs pour les distinguer des neurotransmetteurs classiques.

Bien que les neurones soient doués de transmission €lectrique, il est bien établi que la

communication nerveuse ne serait pas permise sans 1’intervention d’autres acteurs cellulaires,
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qui sont les cellules gliales. Ces dernicres représentent la moitié des cellules composant le SNC
de ’'Homme et leur densité varie également en fonction des régions cérébrales (Lent et al.,
2012). Les cellules gliales comprennent cette fois encore différentes populations cellulaires, qui
sont les astrocytes, les oligodendrocytes, les cellules épendymaires et la microglie. Toutes ces
populations neurales proviennent des cellules souches neurales, excepté la microglie qui est
produite a partir du mésoderme. Leur appellation provient du terme « glia » signifiant « colle »
en grec puisqu’elles ont longtemps été considérées comme le support des neurones. Cependant,
ces cellules ont des fonctions variées et bien qu’elles ne conduisent pas d’influx nerveux, elles
sont aujourd’hui reconnues aussi essentielles que les neurones pour le maintien et le

fonctionnement du systéme nerveux.

Les cellules gliales les plus abondantes sont les astrocytes, qui occupent diverses
fonctions au sein du SNC et ce des le plus jeune age. En effet, ces cellules semblent impliquées
pour la migration des neuroblastes lors du développement postnatal (voir partie 1.2.1 b). Les
astrocytes sont également un support métabolique important puisqu’ils permettent le transfert
de nutriments du sang jusqu’aux cellules neuronales. Ces cellules sont aussi capables de
moduler les vaisseaux sanguins afin de former la barriére hémato-encéphalique. De récentes
¢tudes ont démontré 1I’importance des astrocytes dans la communication neuronale, a plusieurs
niveaux. Premie¢rement, les astrocytes régulent la concentration ionique extracellulaire en ion
potassium permettant le maintien de I’excitabilité neuronale. De plus, les chercheurs parlent
aujourd’hui de synapses « tripartites » ne concernant pas seulement un neurone pré et post-
synaptique, mais également I’intervention des astrocytes. Ces derniers sont en effet capables de
capturer les neurotransmetteurs, comme le glutamate et le GABA, et I’adénosine-triphosphate
(ATP) au niveau de la fente synaptique, ainsi que d’en sécréter certains. Ces cellules gliales
interviennent ainsi dans la neurotransmission, mais aussi dans la formation, la maturation et
I’¢limination des synapses par la sécrétion de signaux chimiques (Allen and Eroglu, 2017). La
perception de ces signaux par les neurones est rendue possible entre autres par la capacité des

astrocytes a €tablir des jonctions communicantes entre eux ou avec les neurones.

En plus de leur role dans la communication nerveuse, les astrocytes interviennent dans
des conditions pathologiques, lors d’infections pour la réparation tissulaire apres 1ésion ou
encore lors de maladies neurodégénératives. Leur action dans ces conditions spécifiques est
possible par un processus nommeé « activation astrocytaire », conduisant a la modification de

leur morphologie ainsi que 1’expression de certains de leurs génes (Pekny et al., 2014).
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La communication nerveuse est également aidée par les oligodendrocytes. La capacité
principale de ces cellules gliales est I’¢laboration de la gaine de myéline, riche en lipides, le
long de I’axone des neurones. Les axones sont ainsi entourés de plusieurs segments de myéline,
séparés par des nceuds de Ranvier. L’influx nerveux se déplace alors de maniére saltatoire,
augmentant la vitesse de conduction du potentiel d’action de 0,5 m/s a 150 m/s (Purves et al.,

2015). Au niveau du SNP, ce rdle est attribu¢ aux cellules de Schwann.

La défense immunitaire du SNC n’est pas réalisée par les cellules classiquement
retrouvées au niveau périphérique, comme les macrophages, mais par les cellules microgliales.
Celles-ci migrent vers le SNC lors du développement et restent dormantes. En conditions
pathologiques, la microglie peut s’activer selon deux sous-types, M1 ou M2. Le sous-type M1
est la forme active de la microglie, mais non phagocytaire, lui permettant de sécréter des
cytokines pro-inflammatoires. Le second sous-type, M2 est quant a lui protecteur puisqu’il
sécrete, notamment, des molécules anti-inflammatoires et ¢limine les débris cellulaires par

phagocytose (Hernandez-Ontiveros et al., 2013).

Enfin, la derniere classe de cellules gliales correspond aux cellules épendymaires. Ces
dernieres bordent les ventricules cérébraux permettant la production du fluide cérébrospinal (ou
liquide céphalo-rachidien). Les cellules épendymaires sont pourvues de cils favorisant la
circulation de ce fluide et représentent une interface importante entre les parenchyme cérébral

et le fluide cérébrospinal.

Tous ces acteurs cellulaires permettent ainsi le bon fonctionnement du SNC, organe qui

apparait lors des premiers stades embryonnaires.

b) Embryogenése et formation de I’encéphale

Le développement embryonnaire commence par la gastrulation. Au terme de celle-ci
I’embryon sera composé¢ de trois feuillets cellulaires: I’ectoderme, le mésoderme et
I’endoderme. L’ectoderme est a I’origine de I’épiderme et des tissus nerveux. Le mésoderme
permettra la formation de la plupart des tissus musculaires et squelettiques, du systéme
urogénital, des vaisseaux sanguins et du cceur. Enfin, ’endoderme induira la formation des
systemes respiratoire et digestif. A la fin de la gastrulation, la corde dorsale (ou notochorde)

est formée et constitue I’axe de symétrie principal de I’embryon. L’ectoderme est situ¢ juste
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au-dessus de la corde dorsale et comprend un feuillet cellulaire, le neuroectoderme, ou découle

le systéme nerveux (Figure 2(1)).

Le processus suivant, nommé¢ neurulation, permet la formation de la plaque neurale par
la différenciation d’une partie des cellules ectodermiques en précurseurs neuroectodermaux.
Ces cellules constituent les cellules souches neurales et la plaque neurale donnera naissance
aux SNC et SNP. En effet, les bords latéraux de la plaque neurale se replient pour former le
tube neural responsable de la formation du SNC, tandis que les cellules dorsales situées a la
limite des cellules non-neurales de 1’ectoderme constituent les crétes neurales qui donneront

naissance au SNP (Figure 2(2,3)) (Fotos et al., 2011).

Ectoderme [ | Endoderme I crétes neurales
[ ] mésoderme Neurectoderme () Notochorde

o R
A AN
@M@/—ﬁ Ve | i/—»
| (1) ' | (2) '

Figure 2 : Formation du tube neural. La premi¢re phase de formation du tube neural est la
gastrulation (1), ou découle les trois feuillets embryonnaires : I’ectoderme (bleu), le mésoderme
(orange) et I’endoderme (violet). A la fin de la gastrulation, la notochorde est également formée,

3)

constituant I’axe de symétrie de I’embryon. Au-dessus de la notochorde, une partie des cellules
ectodermiques se différencient en précurseurs neuroectodermaux afin de former la plaque
neurale (vert). (2) Lors du processus de neurulation, les bords de la plaque neurale se replient
sur eux-mémes. A ce stade, les cellules dorsales a la limite des cellules de 1’ectoderme
constituent les cellules de la créte neurale. (3) A la fin de la neurulation, les bords de la plaque
neurale se sont fermés afin de former le tube neural, ou découlera le SNC. Les cellules de la

créte neurale, situées au-dessus du tube neural, formeront le SNP. Adapté de Purves et al., 2015 et
Fotos etal, 2011.

Une fois ces structures initiées, le tube neural subit un ensemble de mouvements le
courbant, le plissant et le resserrant. Au fur et a mesure que les feuillets embryonnaires se
développent, le tube neural se ferme a différents points et progresse caudalement et

rostralement. Ces modifications sont possibles au moyen de signaux que recoit le tube neural

25



Introduction

par la notochorde, la plaque du plancher et celle du toit. Cette succession de signaux aboutit a
la subdivision du tube neural en ébauches des principales régions cérébrales qui sont le

prosencéphale, le mésencéphale, le rhombencéphale et la moelle épiniére (Figure 3A).

La lumiére du tube neural subit également des mouvements morphogénétiques pour
évoluer en ventricules cérébraux. Les ébauches continuent ensuite de se développer au cours de
I’embryogenese. Ainsi, les parties latérales du prosencéphale rostral se développent en
télencéphale. C’est a partir de cette structure que se formera le cortex cérébral et I’hippocampe.
En effet, ces deux derniers proviennent du développement de la partie dorsale des ventricules
télencéphaliques. La partie caudale du prosencéphale formera quant a elle le diencéphale ou
dérivera notamment le thalamus. Le mésencéphale évolue également afin de former les
pédoncules cérébraux. Enfin, la partie rostrale du rhombencéphale forme le métencéphale, ou
découleront le cervelet et le pont, tandis que sa partie caudale évolue en myélencéphale,

structure qui formera le bulbe rachidien (Figure 3B) (De Lahunta et al., 2016).

A)

Rostral
Prosencéphale

Mésencéphale

|

/f Rhombencéphale

Moelle épiniére b
Caudal —p T

Prosencéphale
Tube neural

Figure 3 : Régionalisation cérébrale. A) Lors de I’embryogenése, le tube neural se ferme en
plusieurs points pour progresser caudalement et rostralement et se divise en plusieurs ébauches
cérébrales : le prosencéphale, le mésencéphale, le rhombencéphale et la moelle épiniere. B) Les
signaux environnants pergus par ces ¢bauches permettent leur développement en de nouvelles
régions cérébrales. Ainsi, les parties latérales au niveau rostral du prosencéphale deviennent le
télencéphale (qui donnera le cortex cérébral et I’hippocampe). La partie caudale du
prosencéphale forme le diencéphale, structure comprenant entre autres, le thalamus. La partie
rostrale du rhombencéphale se développe en métencéphale (composé du cervelet et du pont),
tandis que sa partie caudale se transforme en myélencéphale (futur bulbe rachidien). Le
mésencéphale évolue également et comprend les pédoncules cérébraux. La représentation est
schématisée chez le rongeur. Adapté de De Lahunta et al., 2016.
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L’identité régionale de I’embryon en développement est régie par les génes a homéobox.
Cette découverte flit effectuée chez la drosophile montrant que les génes homéotiques
déterminent la différenciation de I’embryon en plusieurs segments. Ces segments donneront
ainsi la téte, le thorax et I’abdomen de la mouche. Les génes a homéobox codent pour des
protéines de liaison a I’ADN, induisant a leur tour 1’expression de geénes morphogéniques.
L’expression des genes a homéobox dépend de leur localisation antéro-postérieure a 1’axe de
I’embryon. Cette organisation segmentaire est visible par de petits renflements, nommés
rhombomeres au niveau du rhombencéphale (Bass and Baker, 1997). Le tube neural présente
¢galement une succession de renflements transitoires, cette fois-ci nommée neuromeres, qui
permettent d’établir I’identité régionale du cerveau en développement. Chez les vertébrés, les
geénes Hox (similaires aux génes a homéobox de la drosophile) ne sont pas présents au niveau
du prosencéphale et du mésencéphale. Cependant, le cerveau antérieur exprime tout de méme
des facteurs de transcription (FT) ayant un homéodomaine ou des motifs de liaison a I’ADN
conservés, comme la famille de génes Pax ou DIx (Wigle and Eisenstat, 2008). Ces génes
permettent également au cerveau antérieur d’acquérir les changements morphologiques du tube

neural en fonction d’une segmentation physique d’expression génétique.

Les génes a homéobox déterminent ainsi la différenciation des tissus a des temps
spécifiques. Mais le développement cérébral dépend également de la différenciation de cellules
nerveuses spécifiques au sein de chaque région. C’est au début du XX°™ siecle que les signaux
modulant la gastrulation et la neurulation ont ét¢ identifiés, notamment par ’utilisation de
protocoles basés sur le transfert de tissus embryonnaires. Spemann a ainsi démontré que la
partie dorsale du tube neural est le centre organisateur de I’axe de symétrie de I’embryon
amphibien, en contrdolant les interactions cellulaires. En effet, Spemann et son équipe ont
transplanté le tissu provenant de cette région au niveau ventral du tube neural d’un autre
embryon au stade gastrula, engendrant la formation d’un second axe de symétrie et donc un

second systeme nerveux (Spemann, 1903; Kuroda et al., 2004).

Ainsi, I’induction neurale est possible via des signaux cellulaires locaux ou provenant
des tissus adjacents. Ces signaux sont produits par la notochorde, la plaque du plancher et du
toit, le neuroectoderme, ainsi que d’autres tissus adjacents comme les somites. Les effets induits
par ces signaux endogenes varient en fonction : 1) d’un gradient de diffusion des signaux suivant
I’¢loignement de la source a la cible, i1) des récepteurs exprimés, ou encore iii) de la présence
d’autres molécules de signalisation. Parmi les signaux conduisant a I’induction neurale, nous

retrouvons ’acide rétinoique, les facteurs de croissance des fibroblastes (FGF), les protéines
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morphogénétiques de 1’os (BMP) ou les membres des familles Wnt et Sonic Hedgehog (Shh)
(Figure 4) (Pera et al., 2014).

Pour exemple, la différenciation dorsale du tube neural est rendue possible par la
stabilisation de la B-caténine, faisant partie de la voie canonique Wnt. La B-caténine va ainsi
avoir deux roles qui sont : i) I’inhibition de la transcription des génes BMP (qui déclenchent
I’ostéogenese de cellules mésodermiques), ainsi que ii) ’augmentation de 1’expression des
antagonistes de la B-caténine, soit la noggin et la chordine. Ces deux antagonistes vont alors
empécher la fixation de la B-caténine a son récepteur et donc inhiber la différenciation
¢pidermique des cellules dorsales (Kuroda et al., 2004). Ce mécanisme de régulation négative
témoigne de la différenciation par défaut des cellules neuroectodermiques en neurones. Les
effets permis par ces molécules de signalisation varient également en fonction du stade de
développement. C’est le cas de la voie de signalisation Wnt, induisant la différenciation neurale
au niveau dorsal de ’ectoderme lors du stade blastula, mais qui a I’inverse, inhibe le devenir

neural au début de la gastrulation (Pera et al., 2014).

Dol Figure 4 : Signaux cellulaires de I’induction
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neurale. L’induction neurale est possible selon la
perception de signaux cellulaires environnants. Ces
signaux sont sécrétés par la plaque du toit, celle du
plancher, la notochorde ou encore les somites. Les
effets engendrés par ces signaux endogénes
dépendent de leur gradient de diffusion depuis leur
source, de la présence de récepteurs sur les cellules
cibles, ainsi que celle d’autres molécules de
signalisation dans I’environnement. Shh, Sonic
Hedgehog; BMP, protéine morphogénétique de 1’os,
FGF, facteur de croissance des fibroblastes. Adapté de
Pera et al., 2014, Purves et al., 2015.

Une fois la segmentation du tube neural terminée, la neurogenese peut commencer. Le

tube neural initial ne comprend qu’une seule couche pseudostratifi¢e de cellules
neuroectodermales. Ces cellules vont alors se diviser, augmentant 1’épaisseur du tube neural.
Lors de la division, le noyau va effectuer une migration dite intercinétique selon 1’axe apico-
basal du tube neural, et ce, li¢ aux différentes phases du cycle cellulaire. Ainsi, la synthése de

I’ADN a lieu au niveau de la zone basale du tube neural et lors de la mitose les noyaux
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cellulaires sont situés au niveau apical du tube neural. Une fois la cytokinese terminée, les deux
cellules filles peuvent soit entrer dans un nouveau cycle de réplication au niveau de la zone
ventriculaire (ou couche germinale), soit quitter le cycle cellulaire pour migrer au niveau basal
du tube neural (en dessous de la couche marginale) (Figure 5). Les cellules quittant le cycle
cellulaire peuvent alors se différencier soit en neurones immatures (ou neuroblastes) soit en

spongioblastes, capables de donner les astrocytes et les oligodendrocytes.

Au terme du développement, les cellules de la couche germinale ne prolifeérent plus et
deviennent des cellules épendymaires le long de la lumiere du tube neural. Les cellules au
niveau de la couche du manteau vont quant a elle migrer et former la matiéres grise, dont celle
du cortex cérébral du télencéphale. Les neurones présents au niveau du néocortex établissent
alors des prolongements axonaux, qui seront par la suite my¢linisés par les oligodendrocytes et
formeront la matiére blanche. Ainsi, les précurseurs neuraux du neuroectoderme donneront
I’ensemble des cellules nerveuses, excepté la microglie qui provient des cellules du mésoderme

(De Lahunta et al., 2016).
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Figure 5 : Migration intercinétique du noyau des cellules neuroectodermales lors de la
neurogenese. Lors des différentes phases du cycle cellulaire, le noyau des précurseurs neuraux
migre de maniére intercinétique selon I’axe apico-basal. Le noyau se déplace ainsi le long du
prolongement pour atteindre la surface externe (zone marginale, MZ) du tube neural (phase
G1). La synthése de I’ADN a lieu au niveau basal du tube neural (phase S). Ensuite, le noyau
migre de nouveau vers la surface apicale (zone ventriculaire, VZ) du tube neural (phase G2)
afin de se diviser pour donner naissance a deux cellules filles (phase M). Ces derniéres vont
alors soit entrer dans un nouveau cycle de réplication au niveau apical, soit migrer vers la MZ
afin de former la plaque corticale. Adapté de De Lahunta et al., 2016.

29



Introduction

Deux autres aspects importants pour le développement cérébral, sont la vascularisation
et I’apoptose. Chez les vertébrés, le systéme vasculaire commence a se développer juste apres
la gastrulation via des signaux provenant du mésoderme. Ces signaux permettent la
différenciation de cellules mésodermales en précurseurs endothéliaux et hématopoiétiques.
Ensuite, des signaux provenant de I’endoderme induisent la migration de ces cellules a leur site
de vascularisation, afin de proliférer et se différencier en cellules endothéliales. L angiogenése
correspond alors a la formation de capillaires sanguins a partir de ces vaisseaux préexistants.
Les signaux angiogéniques sont principalement sécrétés en conditions hypoxiques. Les
vaisseaux intracérébraux se mettent en place au niveau des couches profondes du tissu
neuroectodermique en cohésion avec les phases de développement neuronal. La barricre
hématoencéphalique est quant a elle en partie formée en réponse a des signaux neuraux (Wittko-

Schneider et al., 2014).

Enfin, la mort cellulaire programmeée ou apoptose, constitue un acteur important pour le
bon développement du systéme nerveux. En effet, environ 50 a 70% des cellules neurales
générées meurent par apoptose lors de I’embryogenése, notamment pour permettre la fermeture
du tube neural, éliminer I’exces cellulaire ou encore pour enlever les neurones n’ayant pas établi

les connexions synaptiques adéquates (De Zio et al., 2005).

Ces étapes précoces de I’embryogenése vont ainsi mener a 1’élaboration des structures

cérébrales, dont le néocortex.

1.1.2) Le néocortex
a) Généralités sur le néocortex

Comme nous ’avons vu précédemment, le cortex cérébral découle de la partie dorsale
du télencéphale et représente, une fois mature, 82% de la masse cérébrale chez ’Homme, contre
42% chez la souris (Herculano-Houzel, 2009). La premicre démonstration témoignant de
I’organisation des fonctions cérébrales suivant leur localisation fit réalisée au milieu du
XIXeéme siecle par Paul Broca. Ce neuroscientifique francais prouva en effet que la parole est
possible par une aire cérébrale localisée au niveau d’une région spécifique du lobe frontal
(Broca, 1865). Les recherches qui vont suivre vont confirmer cette démonstration et il est

maintenant bien établi que les aires corticales se distinguent les unes des autres selon leur cyto-
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architecture, leur disposition en colonne et en fonction de leurs connexions afférentes et

efférentes.

Le cortex cérébral se divise en trois parties, apparues au cours de 1’évolution,
comprenant I’archicortex, le paléocortex et le néocortex. Dans le cadre de ce travail de these,
nous allons nous concentrer sur le néocortex, situé au niveau périphérique des hémisphéres
cérébraux et tres développé chez les mammiferes. Cette partie cérébrale peut étre de 1,6 a 4,5
mm d’épaisseur chez I’Homme (Edwards et al., 2018) et est responsable des fonctions
cognitives supérieures, comprenant le langage, la conscience, la perception sensorielle ou
encore les commandes motrices volontaires. La cytoarchitecture du néocortex (densité, taille et
type cellulaire) a pu étre ¢lucidée au moyen de techniques de coloration, telles que celles de
Nissl et de Golgi, qui ont permis d’identifier plus de 40 aires corticales par le neurophysiologiste
allemand, Korbinian Brodmann (Zilles, 2018). L’organisation en colonne et laminaire du
néocortex a également pu étre mise en évidence grace a ces colorations, montrant la particularité

de celui-ci d’étre organisé en 6 couches.

b) Couches néocorticales et organisation cellulaire

Le néocortex comprend donc 6 couches qui se distinguent les unes par rapport aux autres
suivant leur composition cellulaire, leur épaisseur et leur identité corticale. Les couches
horizontales sont numérotées, suivant la numérotation grecque de I a VI, et selon leur position
dorso-ventrale. Ainsi la couche numéro I est la plus superficielle (dorsale) et la couche numéro
VI la plus interne (ventrale). Le néocortex posséde une grande variété de neurones, dont les
deux formes majoritaires sont les neurones pyramidaux (excitateurs) et les interneurones
GABAergiques (inhibiteurs), qui représentent respectivement 70-80% et 20% des cellules. Ces

neurones sont répartis de maniere spécifique au sein du néocortex.

La couche I, aussi dite couche moléculaire, a une faible densité cellulaire contenant
essentiellement des fibres nerveuses (axones et dendrites), des cellules gliales et des
interneurones. La couche II (ou granulaire externe) comprend des cellules étoilées traitant les
informations afférentes cortico-corticales. La couche III (ou pyramidale externe) contient quant
a elle des neurones pyramidaux émettant des efférences cortico-corticales. La couche suivante,
IV (ou granulaire interne), est constituée de cellules étoilées afin de recevoir les informations
provenant du thalamus. La couche V (ou pyramidale interne) comprend les neurones

pyramidaux ayant les somas les plus larges, qui émettent leurs axones au niveau des zones sous-
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cérébrale et sous-corticale (striatum et thalamus). Enfin, la couche VI (ou polymorphe) contient
cette fois encore des neurones pyramidaux afin de projeter vers le thalamus (Kwan et al., 2012).
En plus de cette liste non exhaustive, les neurones de ces couches établissent également des
interconnexions entre eux afin d’intégrer les informations (Figure 6). Ainsi, chaque couche
corticale est constituée d’une population neuronale ayant des morphologies et des connexions

distinctes.

Les interneurones établissent quant a eux des connexions locales au sein du cortex. Ces
neurones, ayant de courts axones, libérent le neurotransmetteur GABA afin d’inhiber les
neurones pyramidaux. Les interneurones GABAergiques regroupent une population hétérogeéne
en fonction de leur morphologie, de leurs caractéristiques électrophysiologiques ou encore leur
identit¢ moléculaire, établissant des connexions spécifiques au sein des couches corticales
(Kawaguchi and Kubota, 1997). Parmi ces sous-types d’interneurones, nous retrouvons par
exemple les interneurones paravalbuminergiques, somatostatinergiques (principalement
retrouvés au niveau des couches profondes) et sérotoninergiques (abondants au niveau des

couches superficielles).
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Figure 6 : Structure du néocortex chez I’ Homme. Visualisation de la composition et des
connexions cellulaires constituant les six couches du néocortex. La premiére couche (I) contient
des fibres nerveuses, des cellules gliales et des interneurones. La couche 11, tout comme la IV,
comprennent des cellules étoilées (jaune) permettant de traiter les informations arrivant (fleches
orange) respectivement, d’autres aires corticales ou du thalamus. Les couches III, V et IV sont
quant a elles composées de neurones pyramidaux (gris) qui émettent les informations (fleches
vertes) au niveau, respectivement, d’autres aires corticales, des zones sous-cérébrales et sous-
corticales et au sein du thalamus. Ces neurones établissent également des interconnexions au
sein des différentes couches. Le tronc cérébral émet des afférences au niveau de toutes les
couches du néocortex. La couche sous-ventriculaire (SVZ) contient des cellules souches
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neurales qui permettrons la neurogenese chez I’adulte. Adapté de Kwan et al., 2012 et Purves et al.,
2015.

Toute cette population de neurones constituant le néocortex apparait lors d’une fenétre
temporelle définie lors de I’embryogenése. Ainsi, les neurones corticaux sont produits entre les
semaines 5 et 20 de gestation chez I’Homme, ou pour autre exemple entre les jours
embryonnaires (E) 11 et E19 chez la souris (Angevine and Sidman, 1961; Lodato and Arlotta,
2015). La production et la mise en place de ces neurones au sein du néocortex se font a des
temps spécifiques du neurodéveloppement et suivant des mécanismes particuliers, que nous

allons voir dans le chapitre suivant « Corticogenese ».

1.2) Corticogenése

1.2.1) Neurogenése et migration
a) Neurogenése néocorticale

Les neurones de projection (pyramidaux, glutamatergiques) formant le néocortex sont
produits au niveau des zones germinales du télencéphale, bordant les ventricules latéraux, qui
sont la zone ventriculaire (VZ) et la zone sous-ventriculaire (SVZ). Les premiers neurones
corticaux naissent au niveau de ces couches des le stade E10,5 chez la souris et forment la pré-
plaque (PP). Les neurones pyramidaux naitront entre E11,5 et E17,5, avec un pic vers E14,5 et
les premiers migreront au sein de la PP (Takahashi et al., 1995). La PP sera trés rapidement
divisée en deux, comprenant la MZ et la sous-plaque (SP). C’est entre ces deux couches que
sera formée la plaque corticale (CP), par la prolifération et la migration des neurones immatures.
Cette dernicre est visible dés E13 et est a I’origine des différentes couches corticales I a VI

(Smart and McSherry, 1982).

Au début du développement, les cellules neuroépithéliales proliférent par divisions
symétriques afin d’augmenter le pool de cellules souches neurales. La capacité de ces cellules
a maintenir leur état prolifératif est due a la signalisation Notch. Plus précisément, la fixation
des ligands Delta ou Jagged sur le récepteur Notch permet le clivage de la partie intracellulaire
du récepteur. Cette forme active permet I’expression de FT de type bHIH (basic helix loop
helix), comme ceux appartenant a la famille des génes Hes au sein de ces cellules. Ces FT vont
alors réprimer 1’expression d’autres FT de type bHIH, comme la neurogénine 2 (Ngn2) ou
Ascll. L’absence de la Ngn2 et Ascll maintient ainsi I’état prolifératif de ces cellules (Paridaen

and Huttner, 2014). De plus, DI’état prolifératif des cellules neuroépithéliales ou leur

33



Introduction

différenciation en cellules neurales dépend de 1’oscillation d’expression des FT Hes au cours
du temps. En effet, leur expression oscille sur des périodes de 2-3 h, modulant alors 1’expression

de Ngn2, Ascll et Delta (Imayoshi et al., 2013).

Aux prémices de la neurogenese, vers E10-E12, les cellules neuroépithéliales
deviennent rapidement des cellules de la glie radiaire, caractérisée par la perte des jonctions
serrées et I’émission d’un long prolongement qui s’étend jusqu’a la surface du cortex. Cette
transition est en partie due a 1’expression de facteurs de la famille Hes, qui régulent la voie
Notch (Hatakeyama et al., 2004). Les cellules de la glie radiaire se distinguent par des
marqueurs du neuroépithélium, comme la nestine ou des marqueurs spécifiques des astrocytes
tels que la protéine acide fibrillaire gliale (GFAP, glial fibrillary acidic protein) ou encore le
transporteur spécifique L-glutamate/L-aspartate (GLAST). Les cellules de la glie radiaire ont
une capacité d’auto-renouvellement, notamment possible grace a la présence du facteur de
transcription Sox2. La glie radiaire va alors maintenir une activité de divisions symétriques
pour augmenter le pool de cellules souches neurales, mais également générer des neurones
immatures par divisions asymétriques. Ainsi, une des deux cellules filles restera au sein de la
VZ pour poursuivre la neurogenéese, tandis que la seconde, différenciée en neuroblaste, quittera
la VZ. La différenciation en neuroblaste peut également se produire indirectement a partir d’une
cellule fille de la glie radiaire. En effet, la cellule fille peut quitter la VZ afin de devenir un
progéniteur neuronal intermédiaire. Celui-ci est localisé, précocement au niveau basal de la VZ,
ou au niveau de la SVZ, formée a partir de E13,5 (Figure 7) (Molyneaux et al., 2007). Les
progéniteurs intermédiaires participent a I’expansion du nombre de neuroblastes par divisions
symétriques et sont la principale source des neurones pyramidaux peuplant le cortex. Des études
ont ¢galement mis en évidence les particularités du cycle cellulaire lors de ces processus. En
effet, I’augmentation de la phase G1 est associée aux divisions neurogenes, tandis que la phase
S dure plus longtemps chez les cellules de la glie radiaire en division symétrique, comparé a

celles qui se divisent de maniére asymétrique (Arai et al., 2011).

La deuxieme phase de prolifération lors du neurodéveloppement permet une importante
production de cellules gliales a partir des cellules de la glie radiaire. En effet, ces derniéres ont
la capacité de générer différentes populations neurales suivant le stade de développement.
Ainsi, la glie radiaire produit des neurones aux stades précoces, puis génére des astrocytes a des
stades plus tardifs, entre E17,5 et les premiers jours postnataux. Une étude a en effet caractérisé

le devenir des cellules générées a partir de EI8, et seul 30% a 40% d’entre elles se
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différencieront en neurones, tandis que la seconde portion de ces cellules va acquérir des

caractéristiques astrocytaires ou rester des cellules souches neurales (Levers et al., 2001).
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Figure 7 : Prolifération de la glie radiaire par divisions symétriques et asymétriques. Le
corps cellulaire des cellules de la glie radiaire est localisé au niveau la VZ. L’expansion du
nombre de cellules souches neurales se fait dans un premier temps par division symétrique des
cellules de la glie radiaire. Puis, celle-ci va générer des neuroblastes par division asymétrique,
donnant une nouvelle cellule de la glie radiaire et un neuroblaste qui migrera pour atteindre la
CP. La glie radiaire peut également produire une cellule progénitrice intermédiaire neuronale
(nIPC), qui sera localisée au niveau de la SVZ afin d’accroitre le pool de neuroblastes. VZ,
zone ventriculaire ; SVZ, zone sous-ventriculaire ; 1Z, zone intermédiaire ; CP, plaque
corticale ; Nb, neuroblaste. Adapté de Paridaen and Huttner, 2014.

Enfin, les cellules de la glie radiaire sont également capables de produire des
oligodendrocytes. Bien que le pic de production des oligodendrocytes se trouve vers la
deuxiéme semaine postnatale, leurs progéniteurs sont présents dés E16 au niveau de la VZ.
Cependant, les oligodendrocytes présents au niveau cortical lors de 1’embryogenese,
proviennent des éminences ganglionnaires (EG) et de maniere surprenante ils seront €liminés a
la naissance pour étre remplacés par ceux produits par la VZ et de nouveau par les EG

(Parnavelas, 1999; Kessaris et al., 20006).

Cette capacité due a la glie radiaire est permise par des facteurs internes aux cellules
mais également par des signaux extracellulaires, tels que les facteurs de croissance. Ainsi, le
controle d’un ensemble de cascades de signalisation, comme les voies Notch, JAK/STAT ou
encore les BMP, va soit inhiber le devenir astrocytaire, soit le promouvoir. Pour exemple, aux
stades précoces du développement, le facteur de croissance platelet-derived growth factor
(PDGF) induit une forte expression de la neurogénine 1 (Ngnl), un FT de type bHLH, qui

favorise la différenciation neuronale. La Ngnl agit par compétition vis-a-vis du FT STAT en
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bloquant sa phosphorylation. Au contraire, a des stades plus tardifs, 1’expression de Ngnl
diminue, permettant la phosphorylation de STAT par le facteur de croissance ciliary
neurotrophic factor (CNTF), engendrant alors le devenir astrocytaire (Sauvageot and Stiles,
2002). De plus, Park et collaborateurs ont démontré que ces effets sont régulés dans le temps.
En effet, ’exposition de CNTF sur des cellules corticales prélevées chez des rats a E14 ne

permet pas la différenciation astrocytaire de ces cellules (Park et al., 1999).

Bien que la majorité des neurones pyramidaux soient produits entre le 11 et le 17°™

jour embryonnaire, la neurogenése perdure aprés la naissance.

b) Neurogenese postnatale

La genese des neurones de projection lors de I’embryogenése permet la formation des
différentes couches corticales. Cependant, la production de neurones n’est pas restreinte a cette
fenétre temporelle. En effet, deux niches prolifératives connues existent au sein du cerveau
adulte, localisées au niveau de la SVZ et du gyrus denté (Lois and Alvarez-Buylla, 1993; Kuhn
et al., 1996). Aprés la naissance, certaines cellules de la glie radiaire deviennent astrocytaires,
tandis que d’autres restent des cellules souches neurales. Ces cellules vont ainsi étre quiescentes
au sein de la SVZ afin de pouvoir donner des neuroblastes (Fagel et al., 2006). Contrairement
aux stades embryonnaires, il a ét¢ démontré que ces neurones immatures sont en contact étroit
avec les vaisseaux sanguins (Mirzadeh et al., 2008). Tout d’abord, les futurs neurones générés
au niveau de la SVZ, migrent le long du flux migratoire rostral (RMS, ou rostral migratory
stream), allant jusqu’aux bulbes olfactifs, afin de remplacer les interneurones a ce niveau (Biebl
etal., 2000). De manié¢re surprenante, chez les nouveau-nés mais pas chez 1I’adulte, des neurones
immatures sont capables de quitter le RMS afin de peupler les couches corticales profondes.
Ensuite, ils migrent radialement au niveau du corps calleux et du cortex, chez la souris jeune,
en étant a étroite distance des prolongements des astrocytes, eux-mémes a proximité des

vaisseaux sanguins (Le Magueresse et al., 2012).

Bien que la prolifération des cellules neurales perdure de I’embryogenése au postnatale,
le nombre de cellules neuronales et non-neuronales varient en fonction du stade de
développement. Bandeira et collaborateurs ont ainsi quantifié ces variations par la technique du
fractionnement isotrope, consistant a isoler les noyaux présents dans une région d’intérét et
réaliser un comptage via un hématimetre. Ces chercheurs montrent alors que le nombre de

neurones au sein du néocortex double lors de la premicre semaine postnatale, soit un gain de
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24 millions de neurones ! Cependant, ils constatent une perte d’environ 65% du nombre de
neurones lors de la 2éme semaine postnatale, contre 90% de cellules non-neuronales en plus.
Le nombre de neurones augmente de nouveau entre 15 et 25 jours de vie, afin d’atteindre un

nombre identique a celui du rat adulte (Bandeira et al., 2009).

La prolifération neurale discontinue observée par ces auteurs est appuyée par une autre
¢tude utilisant une autre méthode de quantification, I’estimateur par fractionnement optique.
Cette méthode de comptage stéréologique non-bais¢ en 3 dimensions permet d’estimer le
nombre de noyaux a partir de tranches épaisses. Cependant, I’étude de Lyck et al. réalisée chez
la souris, indique un doublement de la population neuronale lors de la 2éme semaine postnatale
et une diminution de ce nombre de 30% jusqu’au 35%™ jour de vie. Leur analyse démontre
également une augmentation du nombre de cellules gliales entre les 2°™ et 4°™ semaines
postnatales (Lyck et al., 2007). Malgré quelques disparités temporelles qui peuvent étre liées a
I’espéce, ces deux études démontrent bien la présence d’une neurogenese postnatale au sein du

néocortex.

Les neurones produits lors du développement postnatal vont alors peupler les structures
corticales mises en place pendant I’embryogenése, dont le néocortex, élaboré via la migration

laminaire des neuroblastes.

¢) Modes de migration des neuroblastes

La mise en place du néocortex est un mécanisme particulier dit « inside-to-outside ».
Ainsi, les couches corticales profondes (V et VI) sont formées par les neuroblastes générés en
premier et les couches superficielles (I1, III et IV) sont peuplées par les neuroblastes nés plus
tardivement. Le mod¢le de la souris Reeler, invalidée pour la reeline, témoigne de ce mode de
migration laminaire. En effet, ’absence de reeline, qui est une glycoprotéine de la matrice
extracellulaire, induit une inversion et une désorganisation dans la mise en place des couches
corticales. Les couches V et VI sont alors positionnées en superficie, tandis que les couches 11
et III sont en profondeur (Caviness, 1982). La reeline est sécrétée par les cellules de Cajal-
Retzius, qui forment la MZ, puis plus tard la couche 1. Cette glycoprotéine serait percue par les
neuroblastes, via le récepteur des lipoprotéines a trés faible densité (VLDLR) et le récepteur
apolipoprotéine E de type 2 (ApoER2), comme un signal d’arrét de migration et engendre leur

détachement de la glie radiaire (Rice and Curran, 2001).
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Dés E11,5, les neuroblastes migrent des couches VZ/SVZ a la CP, en passant au-dessus
des couches existantes. Pour cela, deux modes de migration sont observables au sein du
néocortex. Aux stades précoces du développement, lorsque la PP se forme, les neuroblastes
migrent essentiellement par translocation. Pour cela, les neuroblastes semblent hériter du
prolongement de la glie radiaire qui leur a donné naissance. Les futurs neurones peuvent alors
émettre un prolongement jusqu’a la surface basale (ou surface piale) et perdre celui les
rattachant a la surface ventriculaire (ou surface apicale). Ainsi, les cellules migrent par
translocation en déplagant leur noyau radialement le long de leur prolongement, afin de se
positionner juste en dessous de la MZ, formant la PP, puis la CP par accumulation de
neuroblastes (Figure 8) (Kriegstein and Noctor, 2004). Lors des stades de développement plus
tardifs, lorsque la CP est plus large, le mode de migration le plus utilisé par les neuroblastes est
la locomotion, plus lente que la translocation. Ce mécanisme a €té mis en évidence par Rakic
dans les années 70, montrant que les neuroblastes émettent un petit prolongement afin d’adhérer
a celui de la glie radiaire, qui elle émet un long prolongement jusqu’a la surface piale (Figure
8) (Rakic, 1972). La locomotion permet ainsi aux cellules d’atteindre leur destination par une
succession d’étapes répétitives : extension du prolongement basal (leading process), dilatation
de la partie basale du noyau, déplacement du centrosome au niveau de la dilatation, élongation
et translocation du noyau, puis rétractation du prolongement apical (Schaar and McConnell,

2005; Nishimura et al., 2014).

La locomotion fait également intervenir de nombreuses molécules d’adhésion et
d’interaction entre le neuroblaste et la glie radiaire. Parmi les nombreux acteurs intervenant,
nous retrouvons des membres de la famille des intégrines, comme ’a3 et I’aS, qui sont des
récepteurs localisés a la surface cellulaire et fixant les molécules de la matrice extracellulaire.
I1 a été montré que ces intégrines sont indispensables a la migration des neurones le long de la
glie radiaire, puisque leur invalidation conduit respectivement, a I’agrégation des neurones
immatures entre eux et a une perte d’adhésion des neuroblastes a la glie radiaire. Ces effets ont
pour conséquence d’altérer I’organisation laminaire des couches corticales (Anton et al., 1999).
Ce mode de migration, permet alors aux neuroblastes de passer au-dessus des cellules ayant
déja migrées et de se positionner juste en dessous de la MZ. Le passage des neuroblastes au
travers des autres est cette fois encore relayé par des molécules d’adhésion, comme 1’expression
de la CdkS5 (cyclin dependent kinase 5). Cette derni¢re permet d’inhiber 1’expression de la N-

cadhérine au niveau de I’1Z, afin d’éviter I’agrégation des cellules entre elles et qu’elles puissent
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migrer jusqu’a la CP (Kwon et al., 2000). La reeline, sécrétée au niveau de la MZ, intervient
comme un signal inhibiteur de la locomotion, le neuroblaste se détache de la glie radiaire et

termine sa migration au sein de la CP par translocation (Nadarajah and Parnavelas, 2002).

Dorsale

Cellules Cellules de la glie radiaire
neuroépithéliales
E10-E11 E12-E13 E14-E18 >E17 Gliogetg

Ventrale

Figure 8 : Migration inside-out des neuroblastes lors de la corticogenese. Les cellules
neuroépithéliales proliférent au niveau de la VZ du télencéphale dorsal afin de donner des
neuroblastes, a partir de E11,5. A ce stade, le neuroblaste (Nb) migre par translocation jusqu’a
la PP. Les cellules de Cajal-Retzius (C-R) sécrétent de la reeline notamment reconnue comme
un signal d’arrét de la migration. Les cellules neuroépithéliales deviennent ensuite des cellules
de la glie radiaire, vers E10-E12. A ces stades plus tardifs, les neuroblastes migrent par
locomotion le long des prolongements de la glie radiaire jusqu’a la CP (accumulation de
neuroblastes au sein de la PP), en passant au-dessus des cellules précédemment positionnées.
La glie radiaire donne également des nIPC au sein de I’IZ, qui donneront des neuroblastes. A
la fin de I’embryogenese, a partir de E17, les cellules de la glie radiaire sont aussi capables de
donner des astrocytes et des oIPC. n/oIPC, cellule progénitrice intermédiaire
neuronale/oligodendrocytaire ; MZ, zone marginale ; PP, pré-plaque ; VZ, zone ventriculaire ;
SVZ, zone sous-ventriculaire ; IZ, zone intermédiaire ; SP, sous-plaque ; CP, plaque corticale ;

LV, lumiére ventriculaire ; EGM/L, éminence ganglionnaire médiale/latérale. Adapté de Kriegstein
and Alvarez-Buylla, 2009 et Nadarajah and Parnavelas, 2002. Réalisé grice a la banque d’images
smart.servier.com.

Lors de la corticogeneése, les neuroblastes migrent radialement jusqu’a 7 mm de distance
chez un primate. Durant ce temps, ces cellules passent par 4 phases avant d’atteindre la CP.

Tout d’abord, les neuroblastes générés migrent radialement afin de quitter la VZ pour se
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positionner dans la SVZ. En second, ces cellules marquent une pause de 24 h au sein de la SVZ
et I'IZ. A ce niveau, les neuroblastes adoptent une morphologie multipolaire, étendant et
rétractant leurs prolongements de manié¢re dynamique, et changent fréquemment de direction.
Ensuite, la majeure partie d’entre eux passent par une troisiéme phase afin de ramener leur
corps cellulaire au niveau ventriculaire. Vient ensuite la derniére phase ou les neuroblastes, au
niveau ventriculaire et dans la zone intermédiaire (I1Z), adoptent une morphologie bipolaire afin

de migrer radialement, entre 9 et 12 um/h (Tabata and Nakajima, 2003; Noctor et al., 2004).

A la fin de la migration, les neuroblastes se différencient en neurones spécifiques de la
couche corticale au sein de laquelle ils sont positionnés, en étendant leurs axones et dendrites.
Leur date de naissance semble donc liée a leur identité laminaire et aux connexions qu’ils
doivent former. L’évolution du néocortex en six couches laminaires permet ainsi d’entreposer

un volume d’informations plus important et accessible plus rapidement.

Deux hypothéses ont été établies a la fin des années 80, afin de comprendre comment
les neurones corticaux définissent leur différenciation et leur organisation au sein du néocortex.
Rakic, en 1988, proposa tout d’abord I’hypothese de la « radial unit » ou « protomap ». En
effet, le néocortex est organisé en « unités prolifératives » au niveau de la VZ, ou les cellules
provenant d’'une méme unité migrent le long des mémes fibres gliales. Une unité proliférative
peut donc produire plusieurs phénotypes cellulaires suivant des mécanismes génétiques et
épigénétiques différents, formant les différentes colonnes corticales (Rakic, 1988). Un an plus
tard, une deuxiéme hypothése, le « protocortex » émise par O’Leary s’oppose a celle du
protomap et stipule que les neurones corticaux ont tous le méme potentiel génétique, donc que
la structure architectonique du néocortex adulte n’est pas établie a des stades précoces. Il
propose alors que les caractéristiques des aires corticales ne sont pas prédéterminées au sein du
neuroépithélium mais que I’organisation corticale est sous I’influence d’afférences externes,

particulierement celles provenant du thalamus (O’Leary, 1989).

L’¢épaisseur et les connexions corticales définissent le fonctionnement cérébral.
Malheureusement, des défauts de migration lors de la corticogenése induisent des pathologies.
Deux pathologies connues, les désordres du spectre autistique (ASD) et la schizophrénie, sont
associées a des anomalies de migration altérant 1’organisation des colonnes corticales (Wegiel
et al., 2010; Stachowiak et al., 2017). Ces pathologies humaines témoignent de I’importance de

la bonne mise en place du néocortex pour les fonctions cognitives, motrices et psychiatriques.
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Les deux types de lissencéphalies sont également dis a des malformations corticales, mais a
des niveaux différents. La lissencéphalie de type I induit une accumulation des neurones sous
la PP, désorganisant le cortex en seulement 4 couches distinguables. Cette anomalie est en partie
due aux mutations des geénes Lis1 et de la doublecortine (DCX), impliqués respectivement dans
la translocation du noyau lors de la locomotion ainsi que pour la prolifération et dans
I’organisation des microtubules. A I’inverse, la lissencéphalie de type II (ou Cobblestone) induit
une ectopie du néocortex ou celui-ci voit son épaisseur augmenter. En effet, cette pathologie se
traduit par une altération de I’interaction du prolongement de la glie radiaire avec la surface
piale. Les neuroblastes ont alors une migration excessive, allant au-dela des méninges

(Fernandez et al., 2016).

d) Mise en place des interneurones

Le néocortex compte ¢galement parmi ses cellules, les interneurones, qui se mettent en
place lors de la corticogenese. De nombreuses études réalisant des tragages cellulaires in vivo,
sur tranches ou encore des cultures cellulaires, ont pu améliorer nos connaissances quant a leur
mode de migration. Les interneurones proviennent des EG au niveau du télencéphale ventral,
qui se découpent en trois zones, comprenant les éminences ganglionnaires médiale (EGM),
latérale (EGL) et caudale (EGC) (Figure 9A). Ces zones sont visibles dés E11,5 chez le murin.
L’EGM est la principale source puisqu’elle produit jusqu’a 50-60% des interneurones corticaux
chez la souris. Cependant, des chercheurs ont pu observer que contrairement aux rongeurs, la
majorité¢ des interneurones corticaux chez le primate proviennent des zones prolifératives du
néocortex et seul 35% dérivent des EG (Kelsom and Lu, 2013). La génese des interneurones
est donc distante du néocortex, les obligeant a migrer de maniére tangentielle, & une vitesse

d’environ 60 um/h (Polleux et al., 2002; Ang et al., 2003).

Débutant a E12,5 chez les rongeurs, les interneurones émettent un prolongement afin de
scruter 1’environnement et changer de direction. Leur migration est alors guidée par des
chimiokines, comme les sémaphorines 3A et 3F qui sont chimiorépulsantes afin de contourner
le striatum (Marin et al., 2001), ou encore une isoforme de la neuréguline 1 qui permet

’attraction des interneurones au niveau cortical (Figure 9B) (Flames et al., 2004).

Les premiers interneurones GABAergiques au sein du néocortex sont observables a
E12,5 au niveau de la PP. Vers E14-15, ces cellules utilisent trois routes de migration

tangentielles pour intégrer le néocortex, le long de la MZ, de la SP et au sein de I'lZ/SVZ
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(Figure 9B) (Anderson et al., 2001; Ang et al., 2003). Ensuite, les interneurones vont migrer de
manicre radiaire pour peupler les différentes couches corticales et leur migration au sein du
néocortex sera terminée a la naissance. La position laminaire des interneurones serait
déterminée selon des signaux regus dans la VZ, émis par les neuroblastes déja présents et par
I’action de FT spécifiques (Kelsom and Lu, 2013). Pour exemple, 1’équipe de Lodato a montré
que I’absence du FT Fezf2 (libéré par les neurones corticaux des couches profondes et régulant
I’identit¢ de leurs projections), induit une diminution du nombre d’interneurones
somatostatinergiques et paravalbuminergiques, spécifiquement dans la couche V (Lodato et al.,
2011). De plus, leur période de naissance intervient dans leur position finale. En effet, dans le
modé¢le murin reeler, la lamination des interneurones se trouve inversée, comme les neurones
de projection. Les interneurones vont donc peupler les mémes couches corticales que les

neuroblastes générés au méme moment (Pla et al., 2006).

A) B)

Dorsal

Néocortex

Antérieur Postérieur

Striatum
Sema3A/3F

Ventral

Ventral

Figure 9 : Migration des interneurones lors de la corticogenése. A) Les interneurones sont
générés au sein des éminences ganglionnaires (EG), localisées au niveau du télencéphale
ventral et migrent pour atteindre le néocortex et les bulbes olfactifs. Les EG se divisent en trois
zones : latérale (EGL), médiale (EGM) et caudale (EGL). B) Les interneurones migrent de
manicre tangentielle, des EG jusqu’au néocortex, en empruntant trois routes a E14-E15 : le long
de la MZ, de la SP et de I’lZ/SVZ. Ensuite, les interneurones migrent radialement pour se
disperser au sein des différentes couches corticales. Les chimiokines guident leur migration,
comme les sémaphorines 3A et 3F (Sema3A/3F) qui sont répulsifs au niveau du striatum ou a
I’inverse la neuréguline 1 (NRG1) qui les attirent au niveau cortical. MZ, zone marginale ; SP,

sous-plaque ; 1Z, zone intermédiaire ; SVZ, zone sous-ventriculaire ; LV, lumiére ventriculaire.
D’apreés Kelsom and Lu, 2013 et Wonders and Anderson, 2006.
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Les interneurones GABAergiques ont également un véritable réle dans la genese et la
migration des neurones. Le GABA agit comme un excitateur lors du développement précoce,
modulant la prolifération en fonction du type de progéniteurs. En effet, I’exposition du GABA
au niveau de la VZ stimule la prolifération des progéniteurs, tandis qu’elle I’inhibe au niveau
de la SVZ (Haydar et al., 2000). La concentration de GABA présente dans I’environnement
module également la migration des interneurones et des neurones glutamatergiques GAD (acide
glutamique décarboxylase) positifs/négatifs. Ainsi, une concentration micromolaire de GABA
stimule la migration des neurones GAD positifs, tandis qu’une concentration plus faible
(femtomolaire) stimule la migration des neurones GAD négatifs au niveau ventriculaire (Behar

et al., 1998).

1.2.2) Diversification temporelle et spatiale

a) Spécification des neurones corticaux

Suite a leur migration, les neurones corticaux vont se différencier et établir leurs
connexions. En fonction des couches corticales, différents sous-types cellulaires sont
observables (c.f. partie 1.1.2. b) exprimant des FT différents, des fonctions et des morphologies
distinctes. La premicere spécification temporelle que nous avons vue est liée a la date de
naissance et le cycle cellulaire des cellules souches neurales. Dans les années 90, 1’équipe de
McConnell a démontré ce potentiel. En effet, le devenir des cellules souches neurales précoces
transplantés dans une niche de cellules souches tardifs dépend de leur cycle cellulaire au
moment de la transplantation. Ainsi, les cellules souches précoces transplantés se trouvant a la
fin de leur cycle de réplication vont tout de méme migrer au sein des couches profondes, tandis
que ceux se trouvant en phase S sont multipotents et leur descendance migrera au niveau des
couches superficielles (McConnell and Kaznowski, 1991). En revanche, les cellules souches
neurales tardifs présentent moins de plasticité et leur transplantation au sein d’une niche
proliférative plus jeune ne modifie pas leur migration jusqu’aux couches superficielles (Frantz

and McConnell, 1996).

En fonction de leur localisation, les neurones corticaux vont exprimer des FT différents.
Par exemple, le FT Cux1 (Cut-like homeobox 1), modulant la prolifération et la différenciation
cellulaire, est exprimé dans certaines cellules de la SVZ a des stades du développement tardif
et ¢galement au sein de cellules des couches II-IV en postnatal. Cux1 est donc un marqueur des

cellules destinées aux couches superficielles (Nieto et al., 2004). Des projets d’hybridation in
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situ a large échelle ou encore des mode¢les de souris transgéniques ont permis d’identifier de
nombreux FT spécifiques des différentes couches corticales. Ainsi, Pou3f2 (POU Class 3
Homeobox 2) est localisé au niveau des couches II, Il et V ; Foxp2 (Forkhead box protein P2)

au sein de la couche VI ; ou bien Sox5 (SRY-Box Transcription Factor 5) dans la couche V.

Les FT peuvent également étre spécifiques du type neuronal. Trois classes majeures de
neurones de projection co-existent : commissuraux, corticothalamiques et sous-cérébraux. Le
FT Lmo4 (LIM Domain Only 4) est spécifique des neurones commissuraux des couches II, II1
et V; et Er81 (ETS Translocation Variant 1) des neurones cortico-corticaux et sous-cérébraux
de la couche V (Molyneaux et al., 2007). Ces FT agissent sur la position de ces neurones mais
¢galement sur leur morphologie. Par exemple, I’absence du FT Fezf2 (FEZ Family Zinc Finger
2) ne modifie pas le nombre de neurones présents au sein de la couche V mais ces derniers ne

projettent pas leurs axones jusqu’aux zones sous-corticales (Chen et al., 2005).

Les FT permettent alors la spécification des futurs neurones, indispensables pour

émettre des connexions synaptiques appropriées.

b) Synaptogenese et mort cellulaire programmeée

La migration et la mise en place des neurones est également importante pour le
développement physiologique des synapses. Celles-ci sont présentes deés I’embryogenése, bien
avant la fenétre temporelle de synaptogenése. En effet, chez le rat, les synapses GABAergiques
sont visibles deés E16 au niveau de la MZ et de la SP, tandis que les synapses glutamatergiques
ne sont visibles qu’a partir de E17 (Konig et al., 1975). Cependant, & ces stades de
développement, les récepteurs GABAA post-synaptiques au niveau cortical sont présents avant
méme que la libération présynaptique ne soit possible, soit E17 pour la souris (Verhage et al.,
2000). Chez I’Homme, la mise en place des synapses commence vers la 20°™ semaine de
gestation (correspondant aux 16-17°™ jours de gestation chez le rat, et 14-15°™ chez la souris).
Leur densité augmente ensuite jusqu’a 2 ans et sont deux fois plus abondants qu’a 1’age adulte

(Huttenlocher, 1979).

De plus, la mise en place des synapses est dépendante de la position appropriée des
neurones au sein du néocortex. L’¢étude réalisée par Martineau et ses collaborateurs, diminuant
I’expression de DCX, une protéine associée au microtubules, au sein des neuroblastes par

électroporation in utero, démontre I’importance de 1’organisation laminaire. En effet, la
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diminution de DCX altére la polarit¢ de migration des neuroblastes, induisant une position
ectopique de ces cellules. Ces neurones, dont la position laminaire est perturbée, présentent
moins de branches primaires, de ramifications et d’épines dendritiques que les cellules
correctement positionnées. Pour conséquences, une densité plus faible de synapses
glutamatergiques et GABAergiques est observable chez ces neurones, perturbant la

transmission synaptique (Verhage et al., 2000).

Bien que certaines synapses soient présentes des I’embryogenese, la fenétre temporelle
d’intense synaptogeneése se produit lors des premicres semaines postnatales chez la souris, avec
un pic lors de la 2°™ semaine de vie (Li et al., 2010). Le surplus de synapses est ensuite éliminé
afin de raffiner les circuits fonctionnels. Ce processus semble complet au niveau cérébral chez
le rat vers 3-4 semaines postnatales, et jusqu’a I’adolescence chez I’Homme (Crain et al., 1973;

Huttenlocher, 1979).

Les synapses, notamment par I’activation des récepteurs glutamatergiques (AMPA) et
GABAergiques, sont nécessaires a la survie cellulaire (Heck et al., 2008). En effet, lorsque les
neurones sont bien intégrés dans leur réseau fonctionnel, ces derniers émettent une activité
électrique stable, possiblement renforcée par des facteurs trophiques. A I’inverse, ceux n’ayant
pas d’activité synaptique, ont une perte d’activité et sont ¢liminés, ainsi que les neurones li¢s a
de mauvaises cibles (Buss et al., 2006). Cette théorie « neurotrophique » permet d’expliquer le
surplus de neurones produits lors du neurodéveloppement. Ainsi, entre 25% et 35% des
neurones sont éliminés lors des premiers jours postnataux (Verney et al., 2000). L’élimination
de ces neurones se fait via une mort cellulaire programmée, dont la forme majoritaire retrouvée

pendant le développement est 1’apoptose (Penaloza et al., 2006).

L’apoptose peut étre activée suivant deux voies. La voie mitochondriale (ou intrinséque)
est par exemple déclenchée si les facteurs de croissance ou les supports neurotrophiques sont
en quantit¢ limitante ou encore si un stress meétabolique apparait. Les molécules pro-
apoptotiques vont alors inhiber les anti-apoptotiques. La seconde, la voie extrinseque est
permise par la fixation de ligands sur des récepteurs de la famille TNF (tumor necrosis factors),
activant également des molécules pro-apoptotiques, comme les caspases (Voss and Strasser,
2020). L’apoptose est un phénomene rapide, d’ou la difficulté de trouver des techniques
d’identification. Néanmoins, la méthode TUNEL (7Terminal deoxynucleotidyl transferase
dUTP Nick End Labeling), consistant a marquer I’ADN fragment¢, a permis de démontrer que
1,5% des cellules meurent par apoptose chez un embryon de souris a E10,5 (Ke et al., 2018).
De plus, des études ont pu montrer des amas de cellules en apoptose chez la souris, a des stades
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de développement et au sein de régions spécifiques, permettant ainsi la fermeture du tube neural
et de ’intestin, ’homéostasie cellulaire ou encore, comme vu précédemment, I’élimination des
cellules neuronales excessives en postnatale. Pour certains, I’apoptose n’est pas essentielle a la
fermeture du tube neural, mais serait un mécanisme parall¢le facilitant le remodelage de
I’épithélium (Massa et al., 2009). D’autres €¢tudes ont démontré que les souris invalidées pour
des geénes impliqués dans 1’apoptose intrinséque présentent des défauts de fermeture du tube
neural, une compression des ventricules cérébraux ou encore une exencéphalie (Cecconi et al.,

1998; Yoshida et al., 1998; Nonomura et al., 2013).

La mort cellulaire programmée des neurones ne dépend pas seulement de facteurs
externes. En effet, dans leur étude, Southwell et al., ont remarqué que les précurseurs
d’interneurones provenant d’embryons a E13,5, transplantés au sein du néocortex de souris en
postnatal engagent une mort cellulaire suivant le méme profil de temps qu’in vivo, indiquant un
mécanisme intrinséque pour déclencher une mort cellulaire lors du développement (Southwell
et al., 2012). Enfin, la mort cellulaire permet également d’éviter des troubles pathologiques en
¢liminant les cellules ayant des altérations génomiques, les neurones ayant migré a une place
inappropri¢e, ceux projetant leur axone a de mauvaises cibles ou alors afin d’éliminer les
neurites erronés plutot que la cellule entiere (Yamaguchi and Miura, 2015). La régulation du
nombre de cellules au sein du cortex est en effet finement régulée. C’est a la fin des années 90
que Blaschke et ses collaborateurs ont mis en évidence ce phénomene au niveau des zones
prolifératives, identifiant des cellules en mort cellulaire dés E10, avec un pic a E14 (Blaschke

et al., 1996).

La mort cellulaire, dont 1’apoptose, et la synaptogenese sont alors des mécanismes
essentiels au neurodéveloppement, aussi bien lors de I’embryogenése qu’en postnatal. A 1’instar
de ces processus, d’autres facteurs interviennent lors de la corticogenése, comme les

neurotransmetteurs.

c) Les neurotransmetteurs lors de I’embryogenése

Les neurotransmetteurs sont bien connus pour assurer la transmission du message
nerveux d’une cellule a I’autre, mais ils sont ¢galement indispensables lors de la corticogenése.
Ces derniers sont présents avant la mise en place des synapses et agissent alors via des
récepteurs canaux ioniques liés a des ligands. Parmi ceux impliqués, nous allons discuter de la

glycine, du GABA, de la taurine et du glutamate.
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Lors de I’embryogenese, a E13, la glycine est 4 fois plus abondante que le GABA et est
sécrétée par les neurones immatures et les cellules de la glie radiaire (Benitez-Diaz et al., 2003).
Contrairement a 1’adulte, la glycine est excitatrice aux stades précoces de développement et ce
dG a une concentration intracellulaire en ion chlorure (Cl) importante. La concentration
intracellulaire en Cl™ au sein des neurones immatures est due a une expression importante de
NKCCI1 et faible de KCC2, des cotransporteurs de Cl” (Kaila et al., 2014). La glycine agit alors
sur la prolifération des progéniteurs neuraux, puisque I’invalidation de son récepteur (GlyR)
induit une réduction de cette population (Avila et al., 2014). De plus, la glycine module la
migration, la croissance des neurites ainsi que la morphologie des dendrites des neurones. Ces
mécanismes seraient possibles par 1’effet dépolarisant de la glycine, induisant des influx de
calcium (Ca®") capables de moduler le cycle cellulaire ou encore 1’expression de génes

impliqués dans le neurodéveloppement (Brustein et al., 2013).
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Figure 10 : L’expression dominante de NKCC1 ou KCC?2 est responsable de la fonction
excitatrice ou inhibitrice du GABA. A) Aux stades précoces du développement, la
concentration intracellulaire de chlorure (CI°) est importante, due a I’expression prédominante
du co-transporteur NKCC1, faisant entrer du sodium (Na"), du potassium (K*) et 2 CI" dans la
cellule. L activation du récepteur y-aminobutyrique de type A (GABAA) induit alors 1’efflux de
CI, ainsi qu’une excitation du neurone immature. B) En revanche, dans les neurones matures,
I’expression du co-transporteur KCC2 est dominante, laissant sortir du K* et CI” hors de la
cellule. La concentration intracellulaire de Cl™ est alors faible et 1’activation du récepteur

GABAA induit un influx de Cl” dans le neurone mature, ainsi qu’une inhibition de celui-ci.
D’aprés Dammerman et al., 2000 et Ben-Ari, 2002. Réalisé grdce a la banque d’images smart.servier.com.
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Au méme titre que la glycine, le GABA est excitateur lors de 1’embryogenese,
¢galement di au différentiel d’expression de NKCC1 et KCC2 (voir la Figure 10 pour plus
d’explications sur le mécanisme) (Dammerman et al., 2000; Ben-Ari, 2002). La synthése du
GABA est permise via I’acide glutamique décarboxylase (GAD) et la majorit¢ du GABA
présent lors du développement proviendrait des interneurones migrant de maniere tangentielle
(Manent et al., 2005). L’épissage alternatif de la GAD module alors différents processus de la
corticogenese. Comme nous 1’avons vu précédemment, les recherches montrent que le GABA
a deux effets qui s’opposent sur la prolifération lors du développement. En effet, I’action
dépolarisante du GABA augmente la prolifération au sein des cellules souches neurales de la

VZ, alors qu’elle I’inhibe au niveau de la SVZ (Haydar et al., 2000).

Des études in vivo montrent également que 1’inhibition du récepteur GABARg induit un retard
de migration radiaire des neurones pyramidaux. L’action du GABA sur ce récepteur affecte
aussi la morphologie des neurones pyramidaux, puisque I’inhibition du récepteur GABAg
provoque un état multipolaire de ces cellules (altération de la polarisation, du nombre et de la
taille des dendrites) (Bony et al., 2013). Cependant, des modeles invalidés (knock-out, KO) des
enzymes du GABA, GADegs/s7 ne montrent aucun défaut de migration des neuroblastes (Ji et al.,
1999). 11 est possible que des mécanismes de compensation se mettent en place, puisqu’il a été
démontré que la taurine est un agoniste des récepteurs glycinergiques et GABAa (Horikoshi et

al., 1988).

En effet, la taurine, un acide aminé semi-essentiel, est impliquée dans I’osmorégulation
et I’homéostasie calcique. Celle-ci est un des neurotransmetteurs les plus abondants lors de la
corticogenese (Benitez-Diaz et al., 2003) et est exprimée par les progéniteurs et neurones
immatures au niveau de la MZ et la SP et serait apportée au feetus via le placenta (Furukawa et
al., 2014). La taurine a une action neuroprotectrice en réduisant I’apoptose et en augmentant la
neurogenese (Hernandez-Benitez et al., 2009; Liu et al., 2013). De plus, il a ét¢ démontré que
la taurine est essentielle a la différenciation et la migration des cellules au sein du cortex visuel

(Palackal et al., 1986).

Un autre neurotransmetteur intervenant dans de nombreux processus du développement,
et non des moindres, est le glutamate. Celui-ci est produit par les neurones glutamatergiques,
comprenant les cellules de Cajal-Retzius (Ina et al., 2007). Un modéle de souris KO pour les
transporteurs du glutamate, GLAST (glutamate/aspartate transporter) et GLT1 (glutamate
transporter 1) t¢émoigne d’une diminution de la prolifération, des anomalies de morphologie
des neurones de la CP (forme arrondie), une croissance des neurites perturbée, ainsi que des
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altérations de migration. En effet, les neuroblastes invalidés stagnent au niveau de la VZ et
perturbent la lamination corticale, possiblement via une désorganisation des prolongements de

la glie radiaire (Matsugami et al., 2006).

Ainsi, bon nombre de facteurs interviennent lors de la corticogenése, aussi bien lors de
la prolifération, de la migration et de la différenciation des neuroblastes. Depuis quelques
années maintenant, il a ét¢ montré qu’une autre famille de molécules confére toute son
importance a la vie de I’organisme, en modulant I’homéostasie redox. Cette homéostasie régit
la survie cellulaire en contrant le stress oxydatif, mais également d’autres processus, dont ceux

indispensables au neurodéveloppement.

1.2.3) Importance des espéces réactives de I’oxygene

a) Déléteres ou bénéfiques ?

L’oxygene (O2) est bien connu pour étre indispensable a la vie des organismes
acérobiques, en produisant de 1’énergie via la chaine de transport d’électrons, située au niveau
de la mitochondrie. Ces organismes se sont ainsi adaptés a I’oxygeéne en produisant des enzymes
nécessaires a la consommation de 1’0, mais également a sa détoxification. En effet, des
métabolites réduits sont produits lors de la consommation de 1’0, qui est 1’accepteur final
d’¢lectrons, pour produire de 1’eau lors de la chaine de transport d’¢lectrons, créant ainsi des
especes réactives de 1’oxygeéne (reactive oxygen species ou ROS). Les ROS sont
majoritairement produites par la mitochondrie et comptent entre 0,25% et 11% de 1’oxygene
consommeg. Cette variation dépend du stade de respiration ainsi que de I’espéce étudiée. Ainsi,
chez la souris, 2,3% de 1’02 consommé est converti en ROS lors du stade 3 de la respiration
(présence d’ADP, adénosine-diphosphate), tandis qu’au stade 4 (sans ADP), 11% de I’O2 est
transformé en ROS (Aon et al., 2012) ! La seconde voie prédominante de production des ROS
est catalysée par les enzymes de la famille NOX (NADPH oxydases, pour nicotinamine adénine
dinucléotide phosphate oxydases), qui sont des donneurs d’¢électrons permettant la réduction de
I’oxygene. Leur role important a été démontré dans les neutrophiles, permettant une défense

immunitaire en produisant des ROS afin de détruire les microorganismes (Hampton et al.,
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1998), ainsi qu’au niveau des cellules vasculaires et cardiaques, modulant par exemple la

vasodilatation ou ’infiltration des monocytes au sein des vaisseaux (Griendling et al., 2000).

Les ROS sont donc des radicaux libres, c’est-a-dire des espéces chimiques ayant un
¢lectron non apparié, tels que le radical superoxyde (O>") et le radical hydroxyle ('OH), bien

plus toxiques que I’oxygene. Le peroxyde d’hydrogéne (H20:), n’est pas une ROS a proprement
parler, mais est €également un intermédiaire réduit toxique de 1’oxygene (Figure 11). Les ROS
vont alors oxyder certains composés en arrachant un €lectron, un atome d’hydrogéne ou encore
en se fixant sur les doubles liaisons. Une surproduction de ROS au sein de la cellule induit un
stress oxydant, se traduisant a terme, par 1’apoptose ou la nécrose de la cellule, si les taux
atteints sont devenus trop importants. Les ROS sont capables d’oxyder les chaines latérales des
acides aminés (oxydation des fonctions thiols de la cystéine ou encore oxydation d’une chaine
polypeptidique en arrachant un atome d’hydrogene sur un carbone d’une liaison peptidique),
d’induire des peroxydations lipidiques modifiant 1’¢lasticité et la fluidité des membranes, ou
altérer la structure de I’ADN, particulicrement en oxydant la base guanine ou en cassant un

simple brin (Murphy, 1996; Berlett and Stadtman, 1997; Lee et al., 2016).

0, +0," +2H+ > H,0,+0, | | H,0,+Fe?* > "OH +Fe* + OH

+1le = SOoD Réaction de Fenton . ‘OH+1e+H*
0, » 0, > H,0, ——mMm——» OH —  » H,0
Radical Peroxyde Radical
superoxyde d’hydrogéne hydroxyle

Catalase, Glutathion peroxydase

H,0, + H,0, > 2 H,0+ 0,
H,0, + 2 GSH = 1 H,0 + GSSG

Figure 11 : Chaine de production des espéces réactives de ’oxygéne. L’oxygeéne (O2)
assimilé par 1’organisme est converti en radical superoxyde (O27). La superoxyde dismutase

(SOD) catalyse la dismutation de celui-ci en peroxyde d’hydrogéne (H>O»). L’H>O» peut alors

soit étre converti en radical hydroxyle (‘OH) par la réaction de Fenton, soit étre directement

converti en eau (H>O) par le biais d’enzymes comme la catalase ou la glutathion peroxydase.
Le radical hydroxyle généré a la suite de la réaction de Fenton, peut a son tour étre converti en
eau. GSH, glutathion ; GSSG, GSH oxydé. Adapté de Migdal and Serres, 2011.
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Afin d’¢éviter ces effets déléteres, il existe des systemes antioxydants enzymatiques et
non-enzymatiques, capables d’¢éliminer les ROS. L’apparition de ces systémes évolue avec le
développement embryonnaire. En effet, aux stades précoces, I’embryon va produire de I’énergie
par glycolyse anaérobique et par phosphorylation oxydative. La mise en place du placenta induit
une haute exposition a 1’oxygeéne, avant que ’embryon n’ait développé ses systémes de
vascularisation (vers E10). L’arrivée de I’oxygéne induira la formation des ROS au sein de la
mitochondrie. Pour éviter les effets déléteéres des ROS, des antioxydants sont déja présents chez
I’embryon, hérités des gametes males et femelles, comme le glutathion agissant principalement
par la formation de liaisons disulfures ou par hydrolyse, la superoxyde dismutase (SOD) qui
catalyse la dismutation du radical superoxyde en H>O:, ou encore la catalase et la glutathion
peroxydase qui permettent la dismutation de I’H202 en eau (Figure 11). L’expression de ces
enzymes augmente continuellement lors du développement embryonnaire, montrant
I’importance de la régulation de ’homéostasie redox (Ufer and Wang, 2011; Lin and Wang,
2020). 1l existe également d’autres molécules antioxydantes non enzymatiques, comme les
vitamines C (ou ascorbate), E et A, qui peuvent par exemple, réduire les fonctions thiols
oxydées du glutathion et éviter les peroxydations lipidiques, ainsi que les sélénoprotéines,

comprenant la glutathion peroxydase, que nous allons voir plus en détail par la suite.

I1 reste tout de méme essentiel pour I’organisme de ne pas €liminer toutes les ROS, et
de garder un certain équilibre, puisque ces dernieres ont des fonctions physiologiques. En effet,
les ROS sont connues pour servir de seconds messagers. Plusieurs études ont notamment
démontré leur réle dans la signalisation calcique. Ainsi, I’hydrogéne peroxyde est capable
d’induire la libération de calcium des cellules endothéliales en agissant via les récepteurs
canaux ioniques InsP3 (Inositol 1,4,5-triphospate), localisés au niveau du réticulum
endoplasmique (RE). Ces canaux vont également permettre I’accumulation de calcium dans la
mitochondrie lors d’un stress oxydant, qui peut étre pergue comme un signal bénéfique afin
d’induire la mort cellulaire. Les effets induits par I’activation des canaux InsP3 sont dépendants
de la concentration de ROS présentes, en stimulant ou inhibant la signalisation calcique (Ermak

and Davies, 2001).

Une étude plus récente a démontré I’importance des ROS comme molécule signal dans
la génération de facteurs de croissance. Plus précisément, 1’hydrogeéne peroxyde agit comme
molécule signal afin de transactiver le récepteur du facteur de croissance épidermique (EGF),
au niveau de la mitochondrie. Cette reconnaissance induit par la suite ’activation des cibles en

aval, tel que INK (Jun N-terminal Kinase) et Akt pouvant entre autres stimuler ou inhiber
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I’apoptose (Chen et al., 2004). Les ROS peuvent également moduler la mort cellulaire, activée
par la protéine p53. En effet, des recherches effectuées sur cellules cancéreuses ont démontré
que les kinases et acétylases activées au sein de la cellule dépendent du niveau des ROS,
induisant des modifications post-transcriptionnelles de p53 bien définies, et donc des cascades

de signalisation différentes (Gogna et al., 2012).

Les ROS peuvent alors étre déléteres pour I’organisme s’ils sont produits en exces, mais
un niveau basal au sein des cellules leur confére des fonctions physiologiques, comme la
régulation calcique ou I’apoptose. Cependant, le role des ROS ne s’arréte pas 1a puisque leurs

mécanismes d’action sont indispensables au neurodéveloppement.

b) Importance des ROS lors du neurodéveloppement

Le rdole de second messager assur¢ par les ROS est indispensable au
neurodéveloppement. Le Belle et ses collaborateurs ont en effet démontré qu’un niveau élevé
de ROS (produit par la mitochondrie ou encore le réticulum endoplasmique) au sein des cellules
souches neurales stimule leur auto-renouvellement au niveau des neurospheéres. Ces auteurs ont
notamment montré que 1’ajout du facteur de croissance BDNF a des cultures de cellules souches
et de progéniteurs neuraux, augmente la production du radical superoxyde, produit par la voie
NOX et stimule 1’auto-renouvellement de ces cellules. A I’inverse, le blocage de la voie NOX,
et donc de la production du radical superoxyde inhibe 1’effet prolifératif du BDNF, montrant
I’importance des ROS dans cette voie trophique. Les auteurs ont également montré que le
maintien de I’auto-renouvellement des cellules souches neurales est modulé par les ROS via la
voie de signalisation PI3K/Akt (voie régulant I’homéostasie cellulaire en modulant I’apoptose,
le cycle cellulaire et la croissance). En effet, une concentration élevée de HoO» générée au sein
de ces cellules oxyde directement la protéine PTEN (qui inhibe la voie PI3K/Akt) et renforce
la phosphorylation de la protéine Akt. La voie PI3K/Akt n’est donc pas inhibée en présence des
ROS et engendre la prolifération et la différenciation des neuroblastes. Cependant, une méme
concentration de ROS au sein de cellules en cours de différenciation induit leur mort par
apoptose, montrant I’importance de la régulation des taux de ROS pour stimuler la prolifération
et la différenciation cellulaire, ou au contraire les inhiber. Enfin, I’équipe de Le Belle a
¢galement remarqué que la SVZ semble étre la zone la plus riche en ROS comparé aux tissus
voisins, et que la neurogenése au niveau de cette zone diminue fortement lorsque les niveaux

de ROS endogénes sont diminués (Le Belle et al., 2011).
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Le niveau de ROS intracellulaire varie alors en fonction de 1’état de différenciation des
cellules et de I’avancée du développement. Une étude récente portant sur la régulation de la
neurogenese corticale en fonction du stress oxydatif a mis en lumiére I’augmentation du stress
oxydatif entre E11,5 et E17,5 au niveau cortical chez la souris, ainsi qu’une augmentation du
taux de ROS au sein de la VZ et des cellules de la glie radiaire en culture. Cette méme étude
démontre aussi que la modulation d’expression de geénes est liée au stress oxydant au sein des
cellules de la glie radiaire lors du développement cortical. Par exemple, des génes antioxydants
tels que les peroxirédoxines Prdx2 et Prdx6, ou des geénes de la famille de la glutathion
peroxydase diminuent progressivement entre E11,5 et E17,5, tandis que des génes comme
Nos1, qui synthétise le radical oxide nitrique augmente. Afin de comprendre I’importance de la
modulation des ROS lors du développement cortical, les auteurs ont invalidé des souris pour le
gene PRDM 16, ce qui entraine une augmentation des taux de ROS et du stress oxydatif chez
ces animaux. Les souris, invalidées pour ce géne de maniére conditionnelle au sein des cellules
de la glie radiaire présentent, 21 jours apres la naissance, une diminution de 1’épaisseur des
couches superficielles et a I’inverse, une augmentation de celle des couches profondes. Ces
variations sont accompagnées d’une modification de la densité et de la position des cellules au
sein du cortex. En effet, I’augmentation de ROS stimule la division des cellules de la glie
radiaire a E13,5 (moment ou les cellules des couches profondes sont générées). A I’inverse, a
E15,5, quand les cellules des couches superficielles commencent a apparaitre, les auteurs ont
observé que les forts taux de ROS induisent une diminution du nombre de cellules de la glie
radiaire, ainsi qu’une sortie du cycle cellulaire prématurée chez ces souris invalidées (Chui et
al., 2020), témoignant de la nécessité d une régulation fine des niveaux de ROS pour moduler

la prolifération cellulaire a des temps précis.

A T’instar des effets des ROS dans les processus de prolifération et de différenciation,
qui restent encore peu compris, ces molécules oxydantes sont également impliquées dans les
phénomenes de polarisation et d’adhésion des neurones. Comme nous avons pu le voir avec
I’é¢tude de Chui et al., ’augmentation des ROS induit des anomalies de formation des couches
corticales. Des études complémentaires avaient en effet montré qu’un excés de ROS induit la
perte du segment initial de ’axone (permettant le maintien de la polarité neuronale et la
génération des potentiels d’action) (Clark et al., 2017), ou a I’inverse, qu’un faible taux de
molécules oxydantes altére 1’acquisition de la polarité neuronale, ainsi que la croissance
axonale. Une production basale de ROS est ainsi indispensable pour maintenir la dynamique

du cytosquelette d’actine. La présence intracellulaire de ROS peut donc agir localement, afin
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de permettre une régulation fine de certains processus, comme la régulation des prolongements
neuronaux ou la stimulation de molécules d’adhésion, indispensables a la migration des

neuroblastes (Arai et al., 1998; Wilson et al., 2015).

c) Quelques pathologies associées au stress oxydatif

Le stress oxydatif, engendré par une perte de la balance oxydants / antioxydants, peut
ne pas &tre controlé et étre un facteur aggravant de certaines pathologies, touchant le systéme
nerveux central aussi bien lors du développement, qu’a 1’age adulte. Méme si les ROS sont
indispensables au neurodéveloppement, des études récentes ont pu mettre en avant la

responsabilité de ces molécules dans I’initiation et le développement de certaines pathologies.

Les enfants prématurés sont extrémement vulnérables a I’environnement et peuvent
développer diverses maladies comme la leucomalacie périventriculaire, associées au stress
oxydatif. En effet, les membranes des neurones de nouveau-nés prématurés sont riches en
acides gras polyinsaturés, qui en font des cibles préférentielles pour la peroxydation. La
leucomalacie périventriculaire est une maladie témoignant de ce phénomeéne, ayant pour
conséquence des lésions kystiques au niveau de la maticre blanche, proche des ventricules. Les
hémorragies intraventriculaires, présentes chez les prématurés dues a un réseau vasculaire

immature, produisent des quantités importantes de fer. Pendant leur maturation, les précurseurs
d’oligodendrocytes accumulent ce fer, qui convertit I’H>O> en "'OH. Les ROS étant plus

toxiques au sein des cellules précurseurs, ces derniers meurent par apoptose, induisant une

nécrose diffuse dans le tissu cérébral (Shim and Kim, 2013).

Le stress oxydatif est ¢également impliqué dans la sévérit¢ de maladies
neurodégénératives comme dans les maladies d’ Alzheimer et de Parkinson. Les patients atteints
de ces pathologies, ainsi que les organismes modeles associés, présentent des taux élevés de
ROS et de protéines oxydées au niveau cérébral. Par exemple, le MPP+ (I-methyl-4-
phenylpyridinium), une toxine induisant chez 1’animal des symptomes similaires a ceux des
Parkinsoniens, produit de 1’anion superoxyde, qui altére les mitochondries. De plus, la mutation
du geéne PINK]I chez certains patients inhibe 1’action du complexe 1 de la chaine de transport
d’¢lectrons dans la mitochondrie, et induit une surproduction de ROS, via la voie NADPH
oxydase, ainsi qu’une augmentation de calcium. Ces effets ont pour conséquence la libération

de molécules pro-apoptotiques. De plus, il a été proposé que la production de ROS dans les
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neurones participe a 1’agrégation toxique de 1’a-synucléine, induisant la perte des neurones
dopaminergiques. Le dysfonctionnement des mitochondries est également retrouvé dans la
genese de la maladie d’ Alzheimer. En effet, tout comme P/INK! dans la maladie de Parkinson,
la protéine B-amyloide augmente les taux de ROS et de calcium intracellulaire. Ces taux sont
augmentés via D’activation de la voie NOX par la protéine B-amyloide, et donc par
I’intermédiaire de la production d’oxyde nitrique, détruisant les astrocytes et les neurones

(Gandhi and Abramov, 2012).

Les différents travaux énumérés jusqu’ici nous témoignent ainsi de 1I’importance du
maintien de la balance oxydants / antioxydants, nécessaire aussi bien a la signalisation cellulaire
qu’a la neuroprotection. Les effets déléteéres que peut engendrer un excés de ROS, que ce soit
pendant la mise en place du SNC, ou a 1’age adulte, peuvent étre contournés par I’action de
molécules antioxydantes, comme la SOD, les vitamines E et C ou encore la catalase. Dans le
cadre des travaux de cette thése, nous allons particulierement nous intéresser a d’autres

molécules antioxydantes, qui sont les sélénoprotéines.

II] Les sélénoprotéines

2.1) Origine et biosynthése des sélénoprotéines
2.1.1) Le sélénium
a) Physicochimie du sélénium

Le sélénium (Se) est un micronutriment, ¢lément non renouvelable, mais essentiel au
bon fonctionnement de I’organisme, notamment pour maintenir 1’homéostasie cellulaire.
Découvert en 1817, par Jons Jakob Berzelius, un chimiste et physicien suédois, le Se a
longtemps été considéré comme toxique. Ce métalloide fait partie de la famille des chalcogenes
au méme titre que le soufre et I’oxygene. Le Se et le soufre sont trés similaires en termes
d’¢électronégativité, d’état oxydatif ou encore de rayon ionique, leur conférant un fort pouvoir
réducteur. Cependant, le Se contient un rayon atomique plus élevé que le soufre, le rendant plus
nucléophile, signifiant que le Se cede plus facilement des €lectrons a un donneur adjacent afin
d’établir une liaison covalente (Wessjohann et al., 2007). Ainsi, les protéines a Se catalysent
plus efficacement des réactions de transfert & un ou deux électrons, que les protéines soufrées.
Une autre caractéristique qui différencie les composés séléniés et soufrés est la constante

d’acidité, ou pKa. En effet, celle-ci est plus faible pour les composés séléniés, leur permettant
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ainsi d’étre déprotonés, donc capables d’engager des réactions chimiques a pH physiologique,
contrairement aux composés soufrés qui sont sous forme inerte a ce méme pH (Arnér, 2010).
Des travaux sur Escherichia coli ont pu mettre en évidence la nucléophilie du Se par le biais de
la substitution d’un acide aminé soufré par un composé sélénié¢ dans une protéine, réduisant le
potentiel redox de cette protéine (cédant davantage ses €lectrons) et permettant une activité

d’oxydo-réduction plus importante (Metanis et al., 2006).

Le Se est ¢galement attractif pour 1’industrie, comptabilisant une production annuelle
estimée a environ 2800 tonnes, avec des applications en électronique, en métallurgie (protection
contre la corrosion), ou encore dans ’industrie pharmaceutique (supplément alimentaire et
traitement de maladies de la peau) (Mehdi et al., 2013). Ces données sont alors en faveur de
I’importance des composés séléniés et justifie également la conservation de leur métabolisme

chez de nombreuses espéces au cours de 1’évolution.

b) Biodisponibilité du sélénium

Le Se est présent dans 1’environnement sous forme organique : la sé¢lénométhionine et
la sélénocystéine, et non organique : le sélénite, sélénide, sé¢lénate et Se. Il a été¢ observé que la
sélénométhionine est plus rapidement et totalement absorbée par rapport au sélénite (Duntas
and Benvenga, 2015). Néanmoins, les différentes formes du Se peuvent étre absorbées par le
petit intestin, par les mémes voies permettant 1’absorption du soufre, pour ensuite étre
métabolisées et incorporées aux protéines contenant du Se (Roman et al., 2014). Le Se est
principalement retrouvé dans la viande et les céréales, dépendant de la composition du sol. En
effet, les sols argileux, acides et arides sont plus pauvres en Se que les sols tropicaux qui sont
alcalins et riches en matiére organique (Mehdi et al., 2013). Ainsi, le Se entre dans la chaine
alimentaire par le biais des plantes et de leur biodisponibilité en Se. Celle-ci dépend donc de la
composition du sol, en fonction par exemple, du pH, de la minéralogie, de la température et de
I’acidité du sol. Plus le sol est alcalin, plus le Se devient du sélénate soluble, facilement

assimilable par les plantes.

Un autre point intervenant dans la biodisponibilité du Se est la capacité des plantes a
assimiler et accumuler le Se. Trois classes se distinguent ainsi, les végétaux non-accumulateurs
donc faibles en Se, comme le blé ; ceux qui accumulent le Se de maniére secondaire, les Se-

accumulateurs secondaires, comme le brocoli ou 1’oignon ; et les Se-accumulateurs. Le seul
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apport alimentaire possible en tant que Se-accumulateur sont les noix du Brésil, produites par

I’arbre Bertolletia excelsa, puisqu’un exces de Se est toxique pour I’organisme (Rayman, 2008).

c) Exces et déficience en sélénium chez I’Homme

C’est en 1856 qu’un médecin de I’armée américaine décrit pour la premicre fois la
toxicité du Se, apres observation de signes cliniques chez des chevaux qui ingéraient des plantes
séléniferes, comme la perte de leur fourrure et une nécrose au niveau de leurs sabots (Hatfield
et al., 2014). Par la suite, en 1985, des symptomes ont été identifiés aux Etats-Unis chez des
patients qui consommaient des comprimeés supplémentés en Se. En effet, ces personnes avaient
des nausées, des douleurs abdominales ou bien encore développaient une neuropathie

périphérique (Morris and Crane, 2013).

A Tinverse d’une sélénose, une déficience en Se peut également avoir des effets
déléteres. C’est en 1935 que la maladie de Keshan a été identifiée comme associée a une
déficience en Se, provoquant une cardiomyopathie endémique chez les femmes et enfants
vivant dans la région de Keshan en Chine (Duntas and Benvenga, 2015). Certaines études ont
rapport¢ que de faibles taux de sélénium sont retrouvés dans plusieurs pathologies
neurologiques. Ainsi, une déficience en Se est aussi associée a un risque plus important chez
les enfants de développer une épilepsie, est retrouvée chez des patients atteints de la maladie de

Parkinson ou encore associée a un affaiblissement des fonctions cognitives (Pillai et al., 2014).

Les effets déléteres du manque de Se peuvent étre évités par un apport quotidien,
recommandé par le Comité scientifique de 1’alimentation humaine, d’environ 55 pg (Duntas
and Benvenga, 2015). Cet apport permet ainsi au Se d’€tre métabolisé par I’organisme, mettant

en jeu sa forme biologique, la sélénocystéine.

2.1.2) Les sélénoprotéines

a) Découverte de la sélénocystéine

Le Se a été reconnu comme un antioxydant pour la premiére fois dans des érythrocytes
de rat, en protégeant leur membrane cellulaire contre les dommages du stress oxydatif. Peu de
temps apres, 1’équipe de Thressa C. Stadtman a remarqué que le Se est 1i¢ de maniére covalente

a un résidu sélénocystéine (Sec) au niveau d’une protéine d’intérét (Cone et al., 1976). La Sec

57



Introduction

est le 21°™ acide aminé naturel, permettant la synthése des protéines a Se ou sélénoprotéines,
constituant la forme principale sous laquelle le Se est retrouvé dans la cellule, et présente au
niveau du site actif des sélénoprotéines. Cet acide aminé est un analogue de la cystéine qui
différe par la présence du Se a la place d’un atome de souftre, et ces deux résidus participent a
I’activité d’oxydo-réduction. De plus, ces auteurs ont remarqué une faible échangeabilité entre

ces deux résidus au cours de I’évolution des vertébrés (Castellano et al., 2009).

La Sec est conservée dans les trois domaines du vivant : les eucaryotes, les archées ainsi
que les eubactéries, et a méme ¢été observée chez des virus. La Sec est I’unique acide aminé
connu chez les eucaryotes pour étre produit lors de la biosynthése de son ARN de transfert
(ARNY), I’ARNt[Ser]%*. Le géne codant cet ARNt particulier, nommé Trsp, a été séquencé chez
le poulet et contrairement aux autres ARNt, son expression est sous 1’influence de trois régions
promotrices (une TATA box, une séquence promotrice distale et une proximale) (Labunskyy et
al., 2014). Bosl et collaborateurs ont montré que la délétion homozygote du géne 7rsp induit
une 1éthalité embryonnaire, peu de temps aprés 1’implantation (Bosl et al., 1997). Concernant
la Sec, cet acide aminé a la particularité, contrairement a la cystéine, d’étre codé par un codon
UGA, habituellement reconnu comme un codon stop par la machinerie cellulaire (Labunskyy
et al., 2014). L’origine de I’insertion de la Sec par le codon UGA reste actuellement en débat.
D’un c6té, 1’équipe d’August Bock suggere que le codon UGA était un codon sens pour la Sec
chez les especes anaérobiques et que 1’arrivée de 1’oxygene 1’a restreint a ce codon. Celui-ci
aurait alors évolué en un codon stop dans le monde aérobie, puisqu’il a été trés peu utilisé
comme codon sens. D’un autre c6té, I’équipe de Vadim N. Gladyshev propose que I’insertion
de la Sec par le codon UGA serait plutdt un processus récent puisque les sélénoprotéines sont
absentes chez beaucoup d’organismes anaérobiques, mais trés conservées chez les vertébrés

(Gonzalez-Flores et al., 2013).

b) Biosynthése des sélénoprotéines

Les sélénoprotéines sont codées par 25 et 24 génes dans les génomes humain et murin,
respectivement (Kryukov et al., 2003). La syntheése des sélénoprotéines est un mécanisme
cotteux pour la cellule, mais qui est rentabilisé par une meilleure efficacité catalytique de ces
protéines par rapport aux protéines dépendantes de la Cys (Arnér, 2010). Le Se est donc
incorporé¢ dans les protéines sous la forme de Sec et ce mécanisme se produit lors de la

biosyntheése de I’ARNt de la sélénocystéine. Celui-ci est le plus long ARNt retrouvé chez les
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eucaryotes avec 90 nucléotides (Lee et al., 1989) et son identification a été réalisée dans du foie
de rat grace a du sélénite marqué au Se radioactif, permettant de localiser le résidu Sec sur

I’ARNt (Hawkes et al., 1982).

Cependant, I’expression simple de I’ARNt de la Sec n’est pas suffisante pour permettre
la syntheése des sélénoprotéines, puisque celui-ci doit subir plusieurs modifications avant d’étre
intégré aux protéines en formation. Premiérement, I’ ARNt[Ser]> est aminoacétylé par une
sérine via la seryl-tRNA synthétase (SerRS) (Figure 12A). Chez les bactéries, la forme
aminoacétylée est directement convertie en Sec sur I’ARNt. En revanche, chez les archées et
les eucaryotes, une étape de phosphorylation de la sérine est nécessaire, par la O-phosphoryl
tRNAS® kinase (PSTK). En paralléle, la source de Se comme le sélénite, est métabolisée en
monos¢lénophosphate (H2SePOs37) par la sélénophostate synthétase (SEPHS2), afin d’étre
intégrée a I’ARNt. Ainsi, la sérine phosphorylée comprise sur I’ARNt est convertie en Sec par
le biais de la sélénocystéine synthétase (SecS) ayant pour substrat le monosélénophosphate.
L’ARNt[Ser]%¢ est ensuite transloqué dans le noyau au moyen du complexe protéique
SECp43/eEFSec/SBP2, pour s’associer a un ARN messager (ARNm) spécifique des
sélénoprotéines. Le complexe formé est ensuite exporté dans le cytoplasme pour étre traduit en
protéine via le ribosome et par le biais de divers facteurs cis et trans régulateurs (Figure 12B)

(Allmang et al., 2009).

c) Facteurs cis et trans régulateurs

La biosynthese des sélénoprotéines est possible au moyen de différents facteurs cis et
trans régulateurs. Le facteur cis régulateur symbolique de ce mécanisme est la séquence
d’insertion de la Sec (SEC Insertion Sequence, SECIS) qui permet au codon UGA d’étre
reconnu comme un codon d’insertion de la Sec et non comme un codon stop. Cette structure
ft découverte en 1991 par 1’équipe de Berry et se situe au niveau de la région 3’ non traduite

de ’ARNm, apres le codon stop, chez tous les eucaryotes (Berry et al., 1993).

La SECIS est une structure tige-boucle particuliere de cet ARNm. En effet, la SECIS de
type I est formée de deux hélices séparées par une boucle interne et contient une boucle apicale
formée par la deuxiéme hélice (Figure 13). Juste au-dessus de la boucle interne, la SECIS
contient quatre paires de bases consécutives, dit « Quartet non-Watson-Crick » formant le

«noyau » de la SECIS.
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Figure 12 : Biosynthése des sélénoprotéines chez les eucaryotes. A) La synthése de
I’ ARN{[Ser]* commence par une aminoacétylation par une sérine via la SerRS, puis cet ARNt
est phosphorylé sur la sérine par la PSTK. En paralléle, le Se est métabolisé en sélénophosphate
par la SEPHS?2 afin d’étre intégré a la place de la sérine via la SecS. L’ ARNt[Ser]Sec est ensuite
transporté¢ dans le noyau a I’aide du complexe SECp43/eEFSec/SBP2. A ce niveau, SBP2
permet la liaison de I’ARNt a 1’¢1ément SECIS situ¢ au niveau de la région 3’ non traduite de
I’ARNm des sélénoprotéines. B) Lors de la traduction et 1’arrivée du ribosome au niveau du
codon UGA, SBP2 permet la liaison entre la SECIS et le ribosome. eEFSec va quant a lui
recruter I’ ARNt[Ser]®*® au niveau du site A du ribosome et la protéine ribosomale L30 facilite

la libération de la Sec vers la chaine peptidique en formation. Adapté d’Allmang et al., 2009 et
Chavatte et al., 2005. Réalisé grace a la banque d’images smart.servier.com.

Ce noyau structural est essentiel pour I’incorporation de la Sec in vivo et est un prérequis
pour que la SECIS puisse interagir avec la protéine SBP2 (SECIS-Binding Protein 2), un facteur
trans régulateur, que nous allons développer ci-dessous. Le noyau de la SECIS inclut également
deux paires de bases en tandem GA/AG, caractéristique des motifs dits « kink-turn ». 1l existe
¢galement une SECIS de type II possédant une troisiéme hélice et une boucle apicale plus petite
comparée au type I (Figure 13). La SECIS de type II constituerait d’ailleurs la majeure partie
des ¢léments SECIS d’apres des outils informatiques (Allmang et al., 2009).
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La SECIS permet I’interaction de I’ARNm des sélénoprotéines avec des facteurs trans
régulateurs. Nous retrouvons, parmi ces facteurs, SBP2 qui est un facteur limitant de la
biosynthese des sélénoprotéines. Cette protéine contient notamment un domaine de liaison a
I’ARN, de type L7Ae, appartenant a la famille des protéines interagissant avec les motifs kink-
turn, rendant possible la liaison entre le quatuor de la SECIS et SBP2. De plus, cette protéine
contient une série d’acides aminés permettant la liaison entre la SECIS et le ribosome,
essentielle a la traduction des sélénoprotéines. SBP2 contient également un domaine
d’interaction avec le facteur trans eEFSec, pour facteur d’élongation eucaryotique spécifique
de la Sec (Allmang et al., 2009). eEFSec intervient dans le recrutement spécifique de
I’ ARNt[Ser]>* au niveau du site A du ribosome et rend ainsi possible ’insertion de la Sec a la
chaine peptidique en formation, avec 1I’aide de SBP2 (Figure 12B). Le complexe eEFSec/SBP2
est dépendant de la séquence SECIS sur I’ARNm. Cependant, chez les bactéries, ce complexe
est remplacé par une seule protéine, SelB, potentiellement di au fait que la séquence SECIS sur
I’ARNm des bactéries est moins distante du codon UGA que chez les eucaryotes (Labunskyy
et al., 2014).

Bien que la découverte de protéines impliquées dans I’insertion de la Sec sur I’ARNm
date des années 1990, les mécanismes d’action moléculaires de certaines d’entre elles restent
encore incertains. C’est le cas de la protéine ribosomale L30 rapportée comme participant a la
biosyntheése des sélénoprotéines chez les eucaryotes. Celle-ci est localisée au niveau de la
grande sous-unité ribosomale, 60S, mais peut également étre retrouvée sous forme libre dans la
cellule. La protéine L30 présente un motif de liaison a ’ARN de type L7Ae, similaire a celui

de SBP2. Cependant, les acides aminés de ce motif ne sont pas conservés chez SBP2, suggérant
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une interaction différente de ces deux protéines avec la séquence SECIS. La protéine L30 serait
alors dédi¢e a faciliter la libération de la Sec du site A du ribosome (Chavatte et al., 2005). Une
étude in vitro a pu montrer que la nucléoline, un facteur régulant la transcription, lie également
la SECIS avec une affinité spécifique importante, dans le cas de sélénoprotéines fortement

exprimées (Miniard et al., 2010).

La cellule met ainsi en jeu un ensemble de facteurs cis et trans régulateurs afin de
permettre la biosynthése des sélénoprotéines. Rappelons que ces dernieres sont dépendantes de
la biodisponibilité¢ du Se présent dans I’environnement, nécessitant alors une régulation de la

synthése du sélénoprotéome chez les étres vivants.

2.2) Evolution et fonctions des sélénoprotéines

2.2.1) Le sélénoprotéome

a) Les sélénoprotéines chez les organismes vivants

L’ensemble des sélénoprotéines présentes chez un organisme est nommé
s¢lénoprotéome. Les outils bioinformatiques de type BLAST, notamment grace a
« SECISearch » (reconnaissance d’éléments SECIS dans le génome) ont permis de montrer que
ces protéines sont retrouvées dans les trois domaines du vivant. Elles sont ainsi retrouvées chez
la moitié des eucaryotes, chez 25% des bactéries et chez 15% des archées. Une centaine de
familles de sélénoprotéines sont aujourd’hui recensées, témoignant également d’une grande
disparité du sélénoprotéome entre les especes (Hatfield et al., 2014). En effet, le sélénoprotéome
le plus abondant a ¢été¢ observé chez une algue brune, A. anophagefferens, contenant 59
s¢lénoprotéines (Gobler et al., 2013). A I’inverse, certains organismes comme la levure, S.
cerevisiae, ou les plantes supérieures, O. sativa, ne contiennent aucune sé¢lénoprotéine
(Lobanov et al.,, 2007). Et comme nous 1’avons vu, les mammiféres contiennent un
sélénoprotéome intermédiaire avec 25 et 24 génes de sélénoprotéines identifiées dans les
génomes humain et murin, respectivement (Kryukov et al., 2003). La diversité observée chez

les différents organismes vivants peut s’expliquer par I’étude de 1’évolution du sé¢lénoprotéome.
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b) Evolution du sélénoprotéome

Les sélénoprotéines retrouvées chez les bactéries et archées sont principalement
impliquées dans les processus cataboliques, alors qu’elles sont dédiées aux fonctions de
régulation et d’oxydo-réduction anabolique chez les eucaryotes. Ainsi, Gladyshev et
collaborateurs proposent 1’hypothése que 1’absence d’homologie d’utilisation des
sélénoprotéines par les procaryotes et les eucaryotes proviendrait d’une adaptation de ces
derniéres au cours de 1’évolution. En effet, la complexification des voies et de la régulation
redox chez les eucaryotes aurait augmenté 1’utilisation de la Sec par ces derniers (Gladyshev
and Kryukov, 2001). Concernant les procaryotes, seuls les archées méthanogenes et
majoritairement les bactéries anaérobiques et hyperthermophiles expriment des
sélénoprotéines, slirement en adaptation a des conditions de vie particulieéres, nécessitant une
efficacité¢ catalytique plus importante (Zhang et al., 2006; Rother and Quitzke, 2018). Au
contraire, le sélénoprotéome est plus diversifi¢ chez les eucaryotes, puisqu’il est exprimé a la
fois chez des especes unicellulaires comme les parasites, chez les végétaux ou encore chez les

mammiferes (Figure 14) (Lobanov et al., 2007).

L’¢équipe de Gladyshev appuie également I’idée d’une évolution du sélénoprotéome
chez les vertébrés par le fait que certaines sélénoprotéines ne sont retrouvées que chez ces
organismes, comme la sélénoprotéine P, et qui en outre, contient entre 10 et 17 résidus Sec
suivant les especes (Gladyshev and Kryukov, 2001). De plus, le poisson zebre est un exemple
de vertébré contenant jusqu’a 38 sélénoprotéines et possédant des génes en double copie, dont
celui de I’ARNt[Ser]>*, ainsi que des génes homologues distants de certaines sélénoprotéines
(Xu et al., 1999; Kryukov and Gladyshev, 2000). La préservation de ces duplications témoigne
du bénéfice apporté par le sélénoprotéome au cours de I’évolution chez les vertébrés. L’étude
du sélénoprotéome montre ¢galement une conservation de certaines sélénoprotéines entre les
especes. Pour exemple, 80% des familles de sélénoprotéines humaines sont retrouvées chez
I’algue brune 4. anophagefferens, ainsi que des sélénoprotéines jusque-1a détectées uniquement

chez les bactéries, certainement acquises par transfert latéral de géne (Gobler et al., 2013).

Cependant, plusieurs événements de perte de sélénoprotéines sont notables chez
certaines classes d’eucaryotes au cours de I’évolution. En effet, aucune sélénoprotéine ou
protéine liée a la machinerie cellulaire de biosynthése de la Sec n’est retrouvées chez les

champignons, suggérant une perte de ces genes a la base de ce régne.
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Figure 14 : Arbre phylogénétique représentant I’évolution du sélénoprotéome. Les
sélénoprotéines sont présentes au sein des trois domaines du vivant : archées, bactéries et
eucaryotes, avec tout de méme des disparités entre les especes. En effet, le nombre de
sélénoprotéines présentes au sein d’un étre vivant (indiqué dans les ronds violets) varie entre 0
et 59. Le sélénoprotéome est exprimé au sein de diverses especes d’eucaryotes, a la fois chez
des especes unicellulaires, des végétaux et les mammiferes. Au cours de 1’évolution, des
évenements de gain (étoiles jaunes) ou de perte (explosion rouge) de sélénoprotéines se sont
produits, pouvant expliquer la variation du nombre de sélénoprotéines entre les différentes

branches. Arbre phylogénétique élaboré a partir des études de Mariotti et al., 2012; Lobanov et al., 2007;
Lobanov et al., 2009; Kryukov and Glyshev, 2004, Zhang and Gladyshev, 2005; Jiang et al., 2012 et Gobler et
al, 2013.

Aussi, comparé aux algues vertes, les sélénoprotéines ont été perdues chez les plantes
supérieures au cours de 1’évolution ou ont été remplacées par des protéines homologues
contenant la Cys (Lobanov et al., 2007). Ces conversions sont également retrouvées a la base
du régne des vertébrés, avec 12 conversions du résidu Sec en Cys, dont 8 apparaissant lors de

la division des mammiferes (Figure 14) (Mariotti et al., 2012). La teneur en oxygene plus élevée
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dans I’air, aurait alors abouti a la sélection des protéines chez les organismes terrestres, en

perdant les sélénoprotéines les plus sensibles a I’oxydation (Lobanov et al., 2007).

Bien que le sélénoprotéome chez les organismes vivants se diversifie au cours de
I’évolution, un nombre important de ces protéines reste présent chez les vertébrés. En effet,
parmi les 45 sélénoprotéines répertoriées au sein de cette branche du vivant, 27 sont uniquement
retrouvées chez les vertébrés, provenant soit du sélénoprotéome ancestral, soit obtenues par
duplication de geénes (Mariotti et al., 2012). La transcription et conservation de ces
sélénoprotéines témoignent de I’importance de leur rdle biologique. Les récentes études portant
sur I’analyse des fonctions de ces sélénoprotéines ont d’ailleurs permis de les classer selon leur

fonction.

2.2.2) Fonction des sélénoprotéines chez les mammiferes

a) Les sélénoprotéines chez les mammiferes

L’équipe de Hatfield et Galdyshev a détecté, au plus, 25 sélénoprotéines dans le génome
des mammiferes et les ont divisées en deux groupe : les sélénoprotéines de ménage et celles
lies au stress. Les sélénoprotéines de ménage seraient moins sensibles aux déficiences en Se
puisqu’elles établiraient des fonctions critiques dans la survie cellulaire. A 1’inverse, les
protéines a Se liées au stress seraient moins essentielles a la survie de la cellule et leur
expression diminuerait en cas de déficience pour cet oligoé¢lément (Mariotti et al., 2012). Il
existe ainsi une hiérarchie d’expression afin de maintenir un niveau adéquat de certaines

sélénoprotéines, comme celles de ménage, lors d’une déficience en Se.

Parmi ces 25 sélénoprotéines, la Sec est systématiquement retrouvée au niveau de leur
site catalytique. La premicre sélénoprotéine identifiée chez les mammiferes fiit la glutathion
peroxydase 1, impliquée dans I’homéostasie redox en dégradant 1’hydrogeéne peroxyde
(Schweizer et al., 2004). L’activité d’oxydo-réduction des sélénoprotéines est lie a la Sec,
positionnée a leur extrémité C ou N-terminale. En effet, la mutation du résidu Sec en un autre
acide aminé abolit I’activité catalytique des sélénoprotéines (Zhong and Holmgren, 2000).
Pourtant, les fonctions biologiques des sélénoprotéines au niveau cellulaire montrent des
disparités, classant ces protéines en plusieurs familles. Les trois familles les mieux caractérisées
a ce jour sont les glutathion peroxydases (GPX), les thiorédoxines réductases (TXNRD) et les

iodothyronines déiodinases (DIO). Les autres sélénoprotéines retrouvées dans les bases de
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données sont les sélénoprotéines (SELENO) H, I, K, M, N, O, P, R, S, T, V, W, F et SEPHS2,
dont les fonctions et mécanismes d’action sont plus ou moins bien connus (Labunskyy et al.,

2014).

b) Mode d’action des trois familles principales de sé¢lénoprotéines

Les sélénoprotéines faisant partie de la famille des glutathion peroxydases sont
retrouvées dans les trois domaines du vivant et cinqg GPX contenant un résidu Sec sont
dénombrées chez les mammiferes (Kryukov et al., 2003). Ces protéines différent en fonction
de leur substrat et de leur localisation tissulaire, avec la GPX1 retrouvée au niveau cytosolique
de maniere ubiquitaire, la GPX3 étant la seule GPX extracellulaire et localisée au niveau
plasmatique ou en encore la GPX6 exprimée au niveau de I’épithélium olfactif et lors du
développement embryonnaire (Pillai et al., 2014). La hiérarchie des sélénoprotéines discutée
précédemment, en fonction de la disponibilité du Se, est aussi présente au sein d’une méme
famille. Effectivement, 1’équipe de Sachdev a montré que 1’expression de la GPX1 est faible en
cas de déficience en Se et augmente suite a I’administration de ce dernier, tandis que
I’expression de la GPX4 reste inchangée. Ainsi, la GPX1 peut étre considérée comme une
sélénoprotéine liée au stress et la GPX4 comme une protéine a Se de ménage (Weiss and Sunde,

2001).

Le role des GPXs est de réduire I’hydrogeéne peroxyde, H>O> en eau, ainsi que les lipides
hydroperoxydes afin de maintenir une homéostasie redox au sein de la cellule. Le mécanisme
d’oxydo-réduction des GPXs fiit caractérisé en premier chez la GPX1, la sélénoprotéine la plus
abondante chez les mammiféres. Le cycle catalytique de la GPX1 débute par la réduction de
I’hydrogéne peroxyde en eau, oxydant la GPX1. La réduction de cette derni¢re nécessite
I’intervention d’un glutathion (GSH) qui sera oxyd¢ afin de restaurer le site actif de GPX1. Le
glutathion pourra a son tour étre réduit par le biais d’une glutathion réductase et la

consommation de NADPH (Figure 15) (Kraus et al., 1980; Lubos et al., 2011).
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Figure 15 : Mode d’action des glutathion peroxydases. Le cycle catalytique des GPXs
nécessite la modification du site actif de la Sec par I’intermédiaire d’isoformes stables. Celui-
ci débute par (1) une oxydation du groupement sélénié¢ (-SeH) en acide sélénique (-Se-OH),
suite a I’interaction avec un hydrogéne péroxyde (H20O2). Ce dernier est alors réduit sous une
forme inactive (R-OH). (2) La GPX oxydée est ensuite réduite grace a un premier résidu
glutathion (GSH) créant un pont sélénodisulfide avec Se-OH et libérant 1’oxygeéne sous forme
d’une molécule d’H>0. Cet intermédiaire, constitué d’un pont sé¢lénodisulfide glutathiolé (Se-
SG) est de nouveau réduit par un échange thiol-disulfide via un second GSH, restaurant le site
actif de la GPX. Le GSH oxydé (GSSG) est ensuite réduit en 2 molécules de GSH par 1’action

de I’enzyme glutathion réductase (GR), dépendante du co-facteur NADPH. Adapté de Lubos et al.,
2011 et Brigelius-Flohé and Maiorino, 2013.

L’hydrogéne peroxyde est une molécule de signalisation importante, régulant la
prolifération cellulaire, I’apoptose ou encore des fonctions mitochondriales (D’ Autréaux and
Toledano, 2007). Ainsi, bon nombre des roles physiologiques de cette molécule sont régulés
par l’activité de la GPX1. Cette derniére a également une influence sur les processus
métaboliques puisque sa surexpression induit une résistance a I’insuline chez les souris
(McClung et al.,, 2004). L’action biologique des GPXs provient également de leur
conformation. Les GPXs 1-3 et 6 sont des homotétraméres contenant un repliement de type
thiorédoxine, ainsi que 7 feuillets B et 4 hélices a. Cette structure, contenant 1’acide aminé Sec,
permet alors a ces enzymes de réaliser les réactions d’oxydo-réduction. La GPX4 est quant a
elle la seule a étre monomérique et permet la réduction des phospholipides hydroperoxydes
(Martin, 1995; Labunskyy et al., 2014). Cette sélénoprotéine est également impliquée dans la
régulation de la mort cellulaire. En effet, la ferroptose est une mort cellulaire régulée, se

rapprochant de la nécrose. La ferroptose est déclenchée lors d’une peroxydation lipidique
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excessive des membranes plasmiques, due a une accumulation de fer dans la cellule, provenant
d’une forte production de ROS, notamment par la réaction de Fenton. Il a été démontré que la
GPX4 est une enzyme clé dans la régulation de la ferroptose, puisqu’elle permet de réduire la

GSH et ainsi éviter les peroxydations lipidiques (Dixon et al., 2012; Yang et al., 2014).

La seconde famille regroupant des sélénoprotéines a action commune est celle des
thiorédoxines réductases, également retrouvées au sein des trois domaines du vivant
(Napolitano et al., 2019). Chez les mammiferes, trois isoformes ont été identifié¢es. Tout d’abord
TXNRDI1 qui est localisée au niveau du cytosol et du noyau, TXNRD2 ayant des fonctions
mitochondriales et TXNRD3 exprimée de maniére tissu-spécifique au niveau des testicules
(Sun et al., 1999; Arnér, 2009). Ces sélénoprotéines sont homodimériques faisant partie du
groupe des pyridine-nucléotide-disulfide oxydoréductases. Les TXNRD présentent alors un
groupement flavine adénine dinucléotide (FAD), ainsi qu’un pont disulfure situé a I’extrémité
C-terminale. Ce dernier motif contient la Sec et représente leur site actif. Ces sélénoenzymes
sont recrutées pour la réduction des ponts disulfures des thiorédoxines. Pour cela, un premier
¢change d’¢lectrons a lieu entre le co-facteur NADPH et le FAD. Ce dernier transfére a son
tour ces ¢€lectrons au niveau du site actif de la TXNRD, réduisant le pont disulfure de cette
méme sous-unité. Les électrons sont ensuite transférés a la deuxiéme sous-unité de
I’homodimeére, formant un motif sélénothiol capable de réduire les thiorédoxines oxydées.
(Figure 16) (Zhong et al., 2000). Cette famille est composée d’un dernier membre, la
thiorédoxine/glutathione réductase, encore peu décrite et ayant une structure similaire a la
TXNRDI1, mais avec un domaine supplémentaire de type glutarédoxine en N-terminal (Su et

al., 2005).

Les TXNRD sont engagées dans différents processus physiologiques tels que
I’homéostasie redox, la régulation de facteurs de transcription ou encore 1’apoptose. En effet,
les échanges d’¢lectrons entre les TXNRD et les thiorédoxines permettent la réduction des
domaines de liaison a I’ADN de certaines protéines comme NF-kB ou encore p53, un
suppresseur de tumeur (Pillai et al., 2014). Les TXNRD sont également importantes pour le
développement. Une étude menée par Jakupoglu et collaborateurs portant sur la mutation des
genes des TXNRD 1 et 2 indique une 1étalité embryonnaire vers 10,5 et 13,5 jours de gestation,

respectivement.
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Figure 16 : Mode d’action des thiorédoxine réductases. La premicre étape du cycle
catalytique des TXNRD correspond a (1) la réduction du motif flavine adénine dinucléotide
(FAD) par la NADPH au niveau d’une des deux sous-unités de I’homodimere. (2) Les €lectrons
transférés au groupement FAD sont ensuite redirigés vers le site actif de la méme sous-unité,
réduisant le pont disulfure en motif dithiol (SH / SH). (3) Le motif dithiol réduit ensuite le site
actif au niveau C-terminal de la seconde sous-unité de I’homodimeére, formant un motif

sélénothiol (SeH / SH). (4) Ce dernier peut alors faire un échange d’¢lectrons afin de réduire le
pont disulfide de son substrat, la thiorédoxine (TRX), elle-méme oxydée apres réduction d’une

autre protéine. Adapté de Lee et al., 2013 et Mustacich and Powis, 2000. Réalisé grdce a la banque d’images
smart.servier.com.

L’invalidation de la TXNRDI1 induit une diminution de la prolifération cellulaire et un
retard de développement, alors que I’invalidation de TXNRD?2 témoigne de son importance
pour le développement cardiaque, montrant des fonctions non redondantes entre les deux
enzymes (Jakupoglu et al., 2005). Concernant la troisieme TXNRD, plusieurs études ont permis
de définir son expression exclusivement testiculaire qui permet la formation de ponts disulfures
au niveau des protéines membranaires des spermatides et ainsi le développement et la
maturation du sperme (Su et al., 2005). L’expression de ces sélénoprotéines est donc répandue
au sein de tout I’organisme, au niveau du rein, du foie, des muscles ou encore cérébral, mais

leur expression reste cependant tissu- et cellule-spécifique (Arnér, 2009).

La dernicre famille de sélénoprotéines sont les iodothyronines déiodinases, dont les trois
membres ont une fonction dédiée a la synthese et au métabolisme des hormones thyroidiennes
(HT). Les DIOI1, 2 et 3 sont retrouvées dans les trois domaines du vivant, montrant leur

importance au cours de 1’évolution (Phatarphekar et al., 2014; Sun et al., 2017). Cependant, ces

69



Introduction

sélénoprotéines différent les unes des autres par leur localisation et leur mode d’action. La DIO1
est abondamment exprimée au niveau du foie, de la thyroide ou encore de la glande pituitaire.
La DIO2 est également exprimée au niveau de la thyroide mais aussi, entre autres, au sein du
SNC et du muscle squelettique. La DIO3 est quant a elle retrouvée au niveau du SNC mais
davantage au sein des tissus embryonnaires et néonataux (Kohrle, 2000). Concernant la
localisation intracellulaire, les DIO1 et 3 sont présentes au niveau de la membrane plasmatique,
alors que la DIO2 est localisée au niveau du RE (Labunskyy et al., 2014). Le taux d’expression
des DIO1 et 3 est dépendant de la biodisponibilit¢ du Se, mais ce phénomeéne ne flt pas

démontré pour la DIO2, indiquant une hiérarchisation de leur expression (Kohrle, 2000).

L’action de ces sélénoenzymes est permise par le résidu Sec localisé au niveau de leur
site actif en N-terminal. Ces DIO ont toutes un domaine transmembranaire au niveau N-terminal
suivi d’un repliement de type thiorédoxine et ont une conformation en homodimére (Callebaut
et al., 2003). La fonction biologique des DIO est donc liée a I’activit¢é des hormones
thyroidiennes. La pro-hormone thyroxine (T4) est sécrétée sous forme inactive et peut étre
convertie en forme active tri-iodothyronine (T3). Cette réaction est réalisée par
monodéiodation, c’est-a-dire par clivage d’un atome d’iode au niveau d’un anneau phénol,
réaction catalysée par les DIO1 ou 2. A I’inverse, la DIO3 permet I’inactivation de I’hormone
T3 en la convertissant en diiodothyronine (T2). Dans des conditions plus spécifiques, la DIO1
peut aussi inactiver la T3 ou conduire a la formation de la T3 inverse, r'T3, également inactive
(Figure 17) (Bianco et al., 2002). De plus, il est généralement admis que la DIO1 régule les
niveaux circulants de I’hormone T3 et que les deux autres DIO sont impliquées dans la
régulation intracellulaire de ces hormones de maniére tissu-spécifique (Gereben et al., 2008).
Ces différents niveaux de régulation interviennent pour divers processus biologiques s’exercant
lors du développement, de la régulation de la thermogenése au sein du tissu adipeux brun ou

encore lors de la régénération tissulaire (Dentice et al., 2010).

Bien que les fonctions biologiques de ces trois familles soient bien caractérisées, le role
ou mode d’action spécifique des autres sélénoprotéines reste a ce jour partiellement ou non

¢élucidé.
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Figure 17 : Mode d’action des iodothyronine déiodinases dans la synthése des hormones
thyroidiennes. La pro-hormone thyroxine (T4) inactive peut étre activée en tri-iodothyronine
(T3) par monodéiodation via la DIO 1 ou 2. Les DIOs clivent ainsi un atome d’iode au niveau
d’un phénol en 5°. La T3 peut a son tour étre inactivée en diiodothyronine (T2) par une seconde
monodéiodation au niveau du phénol en position 5, par les DIOs 3 et 1. Si la monodéiodation
de T4 a lieu au niveau du phénol en position 5 par les DIOs 1 ou 3, la réaction produit la T3
inverse (r'T3), également inactive. Le mode d’action des DIO est représenté par 1’action de la
DIO1 convertissant la rT3 en T2 (carré pointillé). Le site actif de la DIO1 contenant la Sec (-
SeH) lierait alors I’atome d’iode de la r'T3 afin de former un groupement sélénium iodide (-Se-
I). La DIO1 serait ensuite réduite au moyen de co-facteurs thiol et par un composé soufré non
¢lucidé (S-R), qui la libérerait de 1’atome d’iode. Adapté de Maia et al., 2011 et Bianco et al., 2002

c) Expression et réle des autres sélénoprotéines

Nombreuses autres sélénoprotéines sont ¢galement présentes dans le génome mais ne
sont pas classées au sein d’une famille particuliere. Les sélénoprotéines H, I, K, M, N, O, P, R,
S, T,V, W, Fet SEPHS2 sont ainsi exprimées chez les mammiferes. Parmi elles, la SELENOW
est la plus petite sélénoprotéine retrouvée dans cette branche du vivant (Zhang et al., 2006).
Cette enzyme fait également partie d’une sous famille, dénommée famille Rdx (pour
redoxines), comprenant alors les sélénoprotéines W, T, H et V. Ces sélénoenzymes sont
caractérisées par la présence d’un motif conservé Cys-x-x-Sec (ou x représente tout acide
aminé), ainsi qu’un repliement de type thiorédoxine. Ce dernier, formé par différents feuillets
B entourés d’hélices a, permet une activité¢ d’oxydo-réduction par la formation d’un pont

disulfure avec la protéine cible (Dikiy et al., 2007).
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De plus, plusieurs de ces enzymes sont localisées au niveau du RE, comprenant les
SELENOF, K, M, N, S et T. Les SELENOF et T ont un réle dans le controle qualité lors de la
synthése protéique, connu sous le terme UPR pour unfolded protein response, et dans la
régulation du stress du RE, tandis que les SELENOK et S sont impliquées dans la dégradation
des protéines mal conformées (réponse ERAD pour endoplasmic-reticulum-associated protein
degradation) (Korotkov et al., 2001; Shchedrina et al., 2011; Hamieh et al., 2017). Les
SELENOM et N permettent quant a elles une régulation de la libération calcique (Labunskyy
et al., 2014). D’un point de vue physiologique, 1’activité redox de la SELENON permet la
régulation de 1’oxydation d’un résidu Cys au niveau du récepteur de la ryanodine. Ainsi, lors
de la contraction musculaire, la SELENON permet 1’affinité de liaison entre la ryanodine et son
récepteur, en modulant 1’état oxydé du résidu, et donc la libération de calcium (Jurynec et al.,

2008).

La localisation tissulaire ou subcellulaire des sélénoprotéines peut étre ubiquitaire ou a
I’inverse restreinte pour certaines d’entre elles, comme la SELENOV qui est majoritairement
exprimée au niveau des testicules. Cependant, une étude récente, utilisant des souris KO pour
la SELENOV a démontré que son absence au niveau testiculaire, n’induit pas d’anomalies
morphologiques du sperme, des testicules, ni de reproduction. Néanmoins, ces souris KO
présentent une accumulation de masse grasse plus importante que celle des souris sauvages
(wild-type, WT), suggérant un réle de la SELENOV dans le métabolisme lipidique ainsi que
dans la dépense énergétique (Mariotti et al., 2012; Chen et al., 2021). L expression ubiquitaire
est notamment identifiée pour la SEPHS2, puisqu’elle permet la production de sé¢lénophosphate
et est donc un régulateur de la synthése des sélénoprotéines (voir partie 2.1.2 b) (Xu et al,,
2007). La SELENOR (ou méthionine sulfoxyde réductase B1l) est également largement
exprimée puisque sa fonction consiste a réduire la méthionine des protéines, permettant ainsi

leur activation ou inactivation lors de différents processus biologiques (Kryukov et al., 2002).

Bien que de nombreuses sélénoprotéines caractérisées ont une fonction d’oxydo-
réduction par le biais du résidu Sec (résumé dans le Tableau 1), la SELENOP a un role
particulier vis-a-vis des autres sélénoprotéines puisqu’elle constitue un transporteur du Se dans
I’organisme, avec une demi-vie de 3 h a 4 h (Burk et al., 1991). Cette sélénoprotéine contient
10 résidus Sec chez I’homme et le rongeur, ainsi que deux éléments SECIS, permettant le
transport de plusieurs molécules de Se, allant du foie jusqu’aux autres tissus par la voie
sanguine. Le Se libéré dans les tissus distants permet alors la synthése des autres

sélénoprotéines (Burk and Hill, 2005; Lobanov et al., 2008).
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SELENOF (Sep15)

Localisation tissulaire et/ou subcellulaire

RE, trés exprimée au niveau de la prostate, foie
et rein

Fonction(s)

Contrdle qualité/repliement des protéines (UPR),
homéostasie redox

Introduction

Références

Korotkov et al., 2001 ; Gladyshev
etal., 1998 : Kasaikina et al., 2011

SELENOH Nucléole, divers tissus et trés exprimée en fin Régulation de génes pour la synthése du glutathion Novoselov et al., 2007 ; Panee et
d’embryogenése al., 2007

SELENOI Ubiquitaire, particulierement au niveau cérébral Biosynthese phosphatidyléthanolamine Horibata and Hirabayashi, 2007
(cervelet)

SELENOK Membrane RE, divers tissus Associée au systéme de dégradation des protéines mal Verma et al., 2012 ; Hoffmann et
conformées (ERAD), réponse au stress du RE, régulation  al., 2007 ; Shchedrina et al., 2011
calcique, homéostasie redox

SELENOM RE, divers tissus et trés exprimée au niveau Antioxydante, régulation calcique Reeves et al., 2010

cérébral
SELENON Membrane RE, trés exprimée lors de Développement et différenciation musculaire Petit et al., 2003 ; Jurynec et al.,
I'embryogenése, ubiquitaire (embryonnaire et suite a une lésion), régulation calcique 2008, Hoffman et al., 2007
SELENOO Mitochondrie, ubiquitaire, trés exprimée au Non déterminée Dudkiewicz et al., 2012
niveau du foie
SELENOP Ubiquitaire, plasma, trés exprimée au niveau du Transporteur du Se, antioxydant, hépatokine Burk and Hill., 2005 ; Hill et al.,
foie 2003 ; Misu et al., 2010

SELENOS Membrane RE, divers tissus Associée au systéme de dégradation des protéines mal Hoffmann et al., 2007 ; Curran et
conformées (ERAD), régulation inflammation, al., 2005 ; Shchedrina et al., 2011
homéostasie rédox

SELENOT RE, Ubiquitaire, exprimée lors de 'embryogenése  Régulation calcique, ontogenése, intervient dans I'UPR, Dikiy et al., 2007 ; Grumolato et
homéostasie redox, adhésion cellulaire al., 2008 ; Hamieh et al., 2017 ;

Sengputa et al., 2009
SELENOV Placenta, testicules, tissus adipeux Métabolisme énergétique Mariotti et al., 2012 ; Chen et al.,
2021
SELENOW Cytosolique, Ubiquitaire, trés exprimée au niveau  Développement et régénération musculaire, régulation Gu et al., 2000 ; Dikiy et al., 2007
cérébral et musculaire redox, interaction avec la protéine 14-3-3 (cycle
cellulaire, apoptose...)

SEPHS2 (SPS2) Ubiquitaire Synthése sélénophosphate, autorégulateur synthése Xu et al., 2007
sélénoprotéines

MSRB1 (SELENOR)  Cytosol et noyau, trés exprimée dans le foie, rein,  Réduction de la méthionine sulfoxyde, antioxydante Kryukov et al., 2002 ; Jung et al.,

au niveau cardiaque et du SNC

2002

Tableau 1 : Localisation et fonction des sélénoprotéines. Enumération des sélénoprotéines
non classées, présentes dans les génomes humains et murins. Leur localisation tissulaire et/ou
subcellulaire ainsi que leur fonction sont indiquées en face de chacune d’entre elles. RE,
réticulum endoplasmique ; UPR, unfolded protein response.

L’équipe de Kohrle a montré que 1’invalidation du gene de la SELENOP chez la souris
induit une accumulation de Se au niveau hépatique, ainsi qu’une diminution drastique du taux
de Se au niveau cérébral et testiculaire (Schomburg et al., 2003). Mais la SELENOP ne permet
pas seulement le transport du Se puisqu’elle a également une fonction antioxydante. En effet,
Burk et collaborateurs ont montré, chez la souris, que cette sélénoprotéine protege les cellules
endothéliales du foie de la nécrose et de la peroxydation lipidique suite a 1’injection d’une
substance contenue dans les herbicides (Burk et al., 1997). De plus, la SELENOP se comporte
comme une hépatokine, dont les taux sont élevés chez des patients atteints du diabéte de type
2, conduisant a une résistance a I’insuline et une hyperglycémie. L’absence de SELENOP

semble également bénéfique pour la résistance a 1I’exercice au niveau du muscle squelettique,
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par I’augmentation des taux de ROS permettant la phosphorylation de I’ AMPK (AMP-activated

protein kinase), impliquée dans ’homéostasie énergétique (Misu et al., 2010; Misu et al., 2017).

Le Se agit alors dans I’organisme par ces diverses s€¢lénoprotéines, apres avoir ét€ ingéré
et transporté. Cependant, des actions anti-oxydantes excédentaires peuvent avoir des effets
néfastes pour 1’organisme (stress de réduction), obligeant ce dernier a réguler I’afflux du Se au

sein des tissus.

2.2.3) Régulation des sélénoprotéines

a) Absorption et transport du Se dans 1’organisme

Le Se, ingéré par I’organisme, arrive au niveau du duodénum et du caecum ou il est
majoritairement absorbé par les mémes transporteurs que les acides aminés soufrés. Les
mécanismes d’absorption sont dépendants des formes organiques ou inorganiques sous
lesquelles le Se est présent. Le taux d’absorption des formes organiques est supérieur a 90%, il
est complet pour le sélénate bien qu’une proportion importante soit relarguée dans les urines et
enfin environ 50% du sélénite alimentaire est absorbé mais sa rétention est plus conséquente
que le sélénate (Fairweather-Tait et al., 2010). Les formes organiques, comme la
s¢lénométhionine, sont transportées au travers de la membrane des cellules épithéliales via des
transporteurs actifs, sodium-dépendants. Ce systéme est le transport habituel des acides aminés
neutres au niveau de I’intestin. Le sélénite et le sélénate, quant a eux inorganiques, traversent
la membrane de ces cellules, respectivement, par diffusion passive ou au moyen d’un

cotransport avec le sodium (Nickel et al., 2009).

Les formes organiques et inorganiques du Se sont alors transportées de 1’intestin
jusqu’au foie. La sélénométhionine se fixe de manicre non spécifique a des protéines comme
I’albumine ou I’hémoglobine pour étre transloquée, alors que la sélénocystéine et les autres
formes inorganiques sont transportées tel quel par des mécanismes encore non ¢lucidés (Roman
et al., 2014). La SELENOP est principalement synthétisée au niveau du foie ou elle peut lier le
Se puis le livrer aux autres tissus via son transport par le plasma (Carlson et al., 2004). Une fois
arrivée au tissu cible, la SELENOP délivre le Se par endocytose en se fixant a ApoER2, faisant
partie de la famille des récepteurs LDL (low density lipoprotein). Des études sur des modeles
murins invalidant ApoER2 démontrent une diminution de la concentration de Se au niveau

cérébral et testiculaire, mais son taux n’est pas perturbé au niveau d’autres organes comme le
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rein ou le muscle (Burk et al., 2007). L’équipe d’Olson et al. a ainsi démontré que 1’apport de
Se au niveau du rein est possible au moyen du récepteur mégaline, également transloqué par
endocytose. L apport en Se aux différents organes dépend ainsi des récepteurs exprimés par ces
derniers : les testicules expriment ApoER2, le rein exprime le récepteur mégaline, tandis que le

cerveau exprime les deux récepteurs (Figure 18) (Olson et al., 2008).

Le foie régule la distribution du Se dans I’organisme en fonction des besoins
physiologiques et I’excédent de Se est excrété. Pour cela, le Se passe sous la forme de sélénide
afin d’étre incorporé dans des sucres séléniés pour €tre €liminé par les urines. En cas de forts
taux de Se a excréter, un groupement méthyl est ajouté au sélénide, le convertissant en
diméthylsélénide, afin d’étre éliminé par la respiration et les féces (Ohta and Suzuki, 2008).
Outre son ¢élimination, le Se peut étre recyclé au moyen de la Sec lyase qui catalyse la
dégradation de la Sec en L-alanine et Se. La Sec lyase est exprimée au sein de différents tissus,
de maniere plus importante au niveau du foie et du rein (Mihara et al., 2000). Le Se recyclé lors
de la dégradation des sélénoprotéines est une source alternative pour leur biosynthése. En effet,
le Se se fixe sur la Sec lyase qui est capable de le transférer au niveau du noyau et de livrer le

Se a la machinerie de biosynthése des sé¢lénoprotéines (Kurokawa et al., 2011).

b) Cerveau : a I’apex de la hiérarchie de la régulation en Se

Bien que le cerveau ne soit pas I’organe comprenant la plus grande quantité¢ de Se, de
nombreuses études réalisées entre les années 1970 et 2000 démontrent 1I’importance du celui-ci
au niveau cérébral. En effet, contrairement a d’autres organes comme le foie ou le rein, les taux
de Se au niveau cérébral restent maintenus en cas de déficience. Pour exemple, Kiihbacher et
collaborateurs ont montré que des rats déficients en Se ont une baisse de 29% de la teneur en
Se au niveau cérébral, alors que cette diminution atteint les 90-99% au niveau du foie et du rein

(Kiihbacher et al., 2009).

Comme nous avons pu le voir précédemment, ’homéostasie cérébrale du Se est
notamment possible grace a la SELENOP, puisque son invalidation, sans régime dépourvu en
Se, induit une diminution du taux de Se particuliérement au niveau cérébral (Schomburg et al.,

2003).
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1) Absorption par transporteurs
ou par voie passive

| 4) Elimination excés / Recyclage Sec lyase |

Figure 18 : Absorption et transport du sélénium dans I’organisme. Le Se est ingéré par voie
digestive et transite jusqu’au duodénum et caecum. 1) A ce niveau, les formes organiques du
Se sont absorbées par des transporteurs actifs, tandis que les formes inorganiques le sont par
diffusion passive ou au moyen d’un cotransport a sodium. 2) Le Se est ensuite transporté
jusqu’au foie, lieu de production de la SELENOP. Cette sélénoprotéine va alors lier plusieurs
atomes de Se afin de les transporter jusqu’aux organes cibles par voie plasmatique. 3) Une fois
la SELENOP arrivée a sa destination, celle-ci délivre le Se par endocytose en se fixant a
différents récepteurs. Ainsi, la libération du Se au niveau cérébral est possible via les récepteurs
ApoER2 et mégaline, par le récepteur ApoER2 au niveau testiculaire et seulement par la
mégaline au niveau du rein. 4) L’excédent de Se est ¢liminé par les urines. En cas de taux trop
important de Se, ce dernier peut également étre converti en diméthylsélénide afin d’étre éliminé
par la respiration et les fécés. Enfin, le Se peut aussi €tre recyclé au sein de divers tissus grace

a la Sec lyase. Adapté de Fairweather-Tait et al., 2011, Olson et al., 2008 et Ohta and Suzuki, 2008. Réalisé
grdce a la banque d’images smart.servier.com.

Le transfert du Se de la circulation sanguine périphérique aux cellules épithéliales des
plexus choroides et des vaisseaux sanguins cérébraux est possible par endocytose de la
SELENOP avec le récepteur ApoER2 présent au niveau de la barriere hématoencéphalique. Le
Se est ainsi amené aux neurones, exprimant ce récepteur, et possiblement a d’autres cellules
neurales via le liquide interstitiel produit par les cellules des plexus choroides (Clatworthy et
al., 1999; Burk et al., 2014). En effet, le Se est davantage retrouvé au niveau de la matiére grise

que de la matieére blanche permettant I’expression des 24 sélénoprotéines au niveau cérébral
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chez la souris, plus particuliérement au niveau neuronal au sein du néocortex, de I’hippocampe,

du cortex cérébelleux et du bulbe olfactif (Zhang et al., 2008; Kiihbacher et al., 2009).

Contrairement a d’autres tissus, la concentration cérébrale en Se reste stable méme en
condition de déficience en Se, afin d’établir une défense antioxydante constante. De plus, bien
que les mécanismes d’interaction entre la SELENOP et le récepteur mégaline au niveau cérébral
ne soient pas encore démontrés, I’expression des deux récepteurs (mégaline et ApoER2) dans
ce tissu témoigne de I’importance d’un systéme continuellement fonctionnel pour 1’apport de
Se. En effet, une faible teneur en Se au niveau plasmatique, ainsi qu’une diminution de I’activité
des GPX ont été mises en évidence chez des enfants et adolescents épileptiques (Ashrafi et al.,
2007). Qui plus est, le Se a été décrit comme impliqué dans le bon fonctionnement de la
neurotransmission. Castafio et al.,, ont démontré une augmentation de dopamine et de
sérotonine, ainsi qu’une diminution de noradrénaline au niveau du cortex préfrontal de rats

ayant eu un régime déficient en Se (Castaio et al., 1997).

c) Régulation et dégradation des sélénoprotéines

Les différentes maladies recensées, ainsi que les études in vitro et in vivo, ont montré
que I’expression des sélénoprotéines est régulée suite a la biodisponibilité du Se et selon une
hiérarchie. Ainsi, lors d’un faible apport en Se, 1’expression des sélénoprotéines considérées
comme liées au stress diminue, comme GPX1 ou la SELENOW, alors que I’expression des
s¢lénoenzymes de ménage, comme la GPX4, n’est pas modifiée (Sunde et al., 2009). La baisse
d’expression des s¢lénoprotéines alors considérées comme non essentielles est en partie due a

la dégradation des ARN non-sens par la voie dite « nonsense-mediated decay » (NMD).

La voie NMD est un mécanisme de contrdle ciblant les ARNm ayant un codon stop
prématuré (PTC, premature termination codon) situé 50 a 55 nucléotides en amont de la
derniére liaison exon-exon. Ce codon stop peut étre acquis de manicre aléatoire, par une
mutation sur la séquence d’ADN ou encore par épissage alternatif de I’ARN. La traduction de
protéines ayant un PTC induit la formation de protéines tronquées ayant soit un gain de
fonction, soit une perte d’activité qui peuvent devenir, dans un cas comme dans [’autre,
déléteres pour la cellule. Chez les eucaryotes, la machinerie ribosomale va glisser le long de
I’ARNm lors de la traduction, en éliminant un a un les complexes de jonction d’exon (EJC)
jusqu’a arriver au codon stop physiologique. L’EJC est un complexe protéique positionné 20 a

24 nucléotides avant chaque jonction exon-exon (Figure 19A). Lors de la présence d’un PTC
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sur I’ARNm, le ribosome s’arréte a son niveau. Les EJC qui n’ont donc pas été enlevés de
I’ARNm sont un signal recrutant le complexe protéique du NMD. Les protéines du complexe
NMD recrutent d’autres protéines, notamment des endonucléases et des kinases qui vont ainsi
couper I’ARNm au niveau du PTC. L’enclenchement de la dégradation de I’ARNm implique
la dissociation des sous-unités ribosomales et 1’action d’exosomes et d’exonucléases (Figure

19B) (Hug et al., 2016).

Les sélénoprotéines utilisent le codon UGA pour intégrer la Sec lors de la traduction et
sont donc des cibles potentielles pour le NMD. C’est le cas pour les SELENOW, P, H et GPX1
qui sont dégradées par le NMD en cas de déficience en Se. En revanche, la GPX4, aussi prédite
comme sensible au NMD, voit son expression demeurer stable lors d’une déficience en Se et
n’est donc pas dégradée, indiquant alors que d’autres mécanismes de régulation doivent exister

(Seyedali and Berry, 2014).

Toujours au niveau transcriptionnel, e[F4a3, un facteur d’initiation de la traduction des
eucaryotes, fit ¢galement démontré comme un régulateur de I’expression des sé¢lénoprotéines.
Celui-ci fait partie du complexe EJC, capable de se lier de manicére compétitive a 1’élément
SECIS, empéchant la liaison de SBP2 ainsi que I’insertion de la Sec et participe alors a
I’activation du NMD. Induit en cas de déficience en Se, elF4a3 se lie préférentiellement aux
¢léments SECIS des protéines liées au stress, comme la GPX1, mais a peu d’affinité pour les
¢léments SECIS de sélénoprotéines de ménage comme la GPX4 ou la TRXND1, probablement
a cause des boucles apicales des éléments SECIS qui différent entre ces deux groupes (Budiman
et al., 2009). De nombreux facteurs intervenant dans la biosynthése des sélénoprotéines sont
capables de lier I’¢lément SECIS, comme SBP2 ou encore la nucléoline. Ces différents facteurs
peuvent ainsi intervenir dans la régulation des sélénoprotéines, en fonction de la hiérarchie de
celles-ci. C’est en effet ce qu’a démontré 1’équipe de Squires, montrant que SBP2 se lie avec
plus d’affinité a certaines sélénoprotéines par rapport a d’autres, modulant ainsi la sensibilité
du NMD pour les sélénoprotéines (Squires et al., 2007). Pour autant, la voie NMD a des limites,
puisqu’elle ne dégrade que les ARNm dont le PTC est a plus de 50-55 nucléotides de la dernicre

jonction exon-exon.
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Figure 19 : Dégradation des ARNm non-sens par la voie NMD. A) Lors de la traduction, le
ribosome glisse le long de ’ARNm, ¢éliminant un a un les complexes de jonction entre exons
(EJC). Ces derniers sont situés 20-24 nucléotides avant chaque jonction exonique. La traduction
se termine lorsque le ribosome atteint le codon stop. B) Un codon stop prémature (PTC) induit
I’arrét du ribosome a son niveau si celui-ci est situé a plus de 50-55 nucléotides de la derniére
jonction exonique. Dans ce cas, les EJC restants sont un signal pour le recrutement du complexe
protéique NMD permettant la dissociation du ribosome. La présence du complexe protéique
NMD induit également la dégradation de I’ARNm notamment par des endonucléases et
I’exosome. Adapté de Kurosaki et al., 2019. Réalisé grdce a la banque d’images smart.servier.com.

Cependant, la SELENOW fait partie des sélénoprotéines dont I’expression diminue fortement
en cas de déficience en Se, bien que son codon UGA, codant la Sec, n’est situé¢ que 15

nucléotides en amont de la derniére jonction exonique (Sunde and Raines, 2011).

Au-dela du NMD ou de I’intervention de protéines spécifiques, un autre mécanisme de
régulation des sélénoprotéines a pu €tre démontré. Celui-ci concerne les isoformes de I’ARNt
de la Sec en fonction de sa méthylation. Chez les mammiféres, I’ ARNt[Ser]>* existe sous deux
isoformes, différant par la présence ou non d’une méthylation au niveau de la paire de base en
position 34. L’expression des isoformes dépend de la biodisponibilité en Se, induisant une
expression de I’isoforme non méthylée en cas de faible concentration de Se et une diminution
de la présence de l'isoforme méthylée. Il est également important de noter que les

sélénoprotéines liées au stress, comme la GPX1, les SELENOT ou W par exemple, requiérent
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I’isoforme méthylée pour leur biosynthese (Carlson et al., 2009). La teneur en Se régule alors
le ratio d’expression des deux isoformes de I’ARNt[Ser]5, et ainsi le taux d’expression des

différentes sélénoprotéines.

Les mécanismes de régulation mis en place permettent a I’organisme d’ajuster sa
production de sélénoprotéines, selon leur hiérarchie d’expression, et ainsi maintenir une
homéostasie redox physiologique et par conséquent l’activité de processus biologiques.
Cependant, dans certains cas, la machinerie cellulaire ne peut faire face a des déficiences en

sélénoprotéines, induisant des pathologies.

2.2.4) Sélénoprotéines et pathologies

a) Anomalies liées au sélénium

Au cours des deux dernieres décennies, il a été montré que le Se est li¢ de manicre
directe ou indirecte a bon nombre de maladies humaines. La maladie de Keshan, une
cardiomyopathie, a ét¢ la premiere a témoigner des effets néfastes d’une déficience en Se.
Plusieurs études se sont ainsi succédées montrant que le stress oxydatif est un des principaux
facteurs du développement et de la progression de pathologies. En ce sens, I’étude de cohortes
de patients, ainsi que la mise en place de modéeles de souris déficientes en Se ont permis de
montrer que les sélénoprotéines permettent un maintien de ’homéostasie redox évitant la
survenue de différentes pathologies. En effet, un apport en Se a notamment des effets
bénéfiques sur I’augmentation de D’activité des GPX et des TXNRD et la réduction des

dommages oxydatifs causés par une ischémie-reperfusion cardiaque (Tanguy et al., 2011a).

Les déficits en Se agissent également sur les systémes biologiques en altérant
I’immunocompétence des patients, par exemple au niveau thyroidien ou encore en permettant
la progression d’infections virales comme le HIV (Duntas and Benvenga, 2015). De plus, la
perte de ’homéostasie redox suite a un faible apport en sélénium est impliquée dans 1’incidence
du diabéte de type 2, ainsi que dans la baisse de fertilité et dans le développement de maladies
neurodégénératives comme la maladie d’Alzheimer, de Parkinson ou les désordres dépressifs
(Roman et al., 2014). Les études réalisées sont basées principalement sur I’activité des trois
grandes familles de sélénoprotéines, indiquant qu’elles diminuent les risques de cancer, comme

TXNRDI1 permettant 1’activation du suppresseur de tumeur p53 (Young et al., 2010). En
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revanche, il est admis que la GPX2 est surexprimée lors d’un cancer et stimule la prolifération

des cellules tumorales, en diminuant leur stress oxydatif interne (Emmink et al., 2014).

Pour autant, les pathologies liées aux sélénoprotéines ne dépendent pas toutes de

I’apport en Se puisqu’elles peuvent également Etre acquises suite a des anomalies génétiques.

b) Sélénoprotéines et altérations génétiques

La premicre maladie génétique non héréditaire liée a une sélénoprotéine fiit découverte
dans le cas d’une dystrophie musculaire congénitale caractérisée par une détresse respiratoire
et une rigidité des vertebres. Ces symptomes proviennent d’une mutation non-sens au niveau
de la SELENON, traduisant le codon de la Sec en codon stop et amenant ainsi la production
d’une protéine tronquée. En effet, la perte de fonction de la SELENON induit des anomalies de
I’homéostasie calcique, puisque cette sélénoenzyme n’est plus capable de réguler I’activité du
récepteur a la ryanodine (Moghadaszadeh et al., 2001; Jurynec et al., 2008). Une récente étude
a pu démontrer que I’activité redox de la SELENON au sein du RE est dépendante des niveaux
calciques et que cette sélénoprotéine transmembranaire modifie son organisation structurale en

fonction des taux de calcium présents au niveau du RE (Chernorudskiy et al., 2020).

Les altérations génétiques peuvent provenir directement de la machinerie de biosynthése
des sélénoprotéines, faisant intervenir les éléments cis et trans régulateurs. C’est en 2005
qu’une étude a pu établir le lien entre les symptomes de patients et des mutations sur le géne de
SBP2. En effet, des mutations non-sens sur ce géne induisent une baisse des taux plasmatiques
en s¢lénoprotéines (SELENOP et GPX3) ainsi qu’une diminution de 1’activité de la DIO2 au
niveau des fibroblastes de ces patients. Les mutations de SBP2 ont pour conséquences un
métabolisme thyroidien anormal avec des taux en T3 trop faibles par rapport a la normale
(Dumitrescu et al., 2005). Une jeune fille Brésilienne montrant un métabolisme thyroidien
anormal présentait une mutation au niveau du géne de SBP2. Cette patiente souffrait également
d’obésité ainsi que de retard mental et de troubles moteurs profonds (Azevedo et al., 2010).
Une autre cohorte de patients a été décrite comportant des mutations au niveau de la SecS,
enzyme permettant la conversion de la Sec sur ’ARNt. Ces patients présentaient une atrophie

cérébro-cerebelleuse progressive et notamment un retard mental profond.

Les déficiences en Se, ainsi que les mutations identifiées sur les genes du sélénosome

témoignent une nouvelle fois de I’'importance de cet oligoélément pour le bon fonctionnement

81



Introduction

de I’organisme. Les pathologies décrites indiquent également que les sélénoprotéines ont un

role lors du développement, a la fois au niveau périphérique et du SNC.

2.3) Sélénoprotéines et ontogenése

2.3.1) Les sélénoprotéines sont nécessaires au développement

a) Importance des sélénoprotéines des I’embryogenese

Le role des sélénoprotéines lors du développement est entre autres démontré grace a des
modeles d’invalidation génétique envers une protéine cible ou en invalidant la totalité des

Ser]Sec’ chez

sélénoprotéines. Ainsi, 1’invalidation compléte de Trsp, le géne codant I’ARNt!
I’animal induit une 1étalité embryonnaire avant 6,5 jours de gestation (Bosl et al., 1997). De
plus, son invalidation au sein d’organes spécifiques montre 1I’importance des sélénoprotéines
lors du développement, aussi bien au niveau des cellules épithéliales, de la peau ou du muscle
cardiaque, conduisant pour ce dernier a une létalité 12 jours apres la naissance (Shrimali et al.,
2007; Hatfield et al., 2014). De méme, des modéles murins KO pour les sélénoprotéines
TXNRD 1 et 2 (Conrad et al., 2004; Jakupoglu et al., 2005), la GPX4 (Yant et al., 2003), ainsi
que la SELENOT (Boukhzar et al., 2016) indiquent leur(s) fonction(s) essentielle(s) lors du

développement puisque leur invalidation induit une 1étalité embryonnaire entre E6,5 et E13.

La fonction capitale de chacune de ces sélénoprotéines lors du développement est
pourtant différente. Concernant les deux TXNRD, la Iétalité induite par leur invalidation est
due a des fonctions non redondantes. En effet, les embryons KO pour la TXNRDI1 présentent
un retard de croissance avec un défaut de formation du mésoderme aboutissant a une absence
de gastrulation (Bondareva et al., 2007). L’invalidation de la TXNRD?2 perturbe quant a elle
I’hématopoiese ainsi que le développement cardiaque, augmente 1’apoptose au niveau du foie

et la sensibilité des fibroblastes au stress oxydatif (Conrad et al., 2004).

La Iétalité embryonnaire induite par 1I’absence de la GPX4 peut s’expliquer en fonction
de I’expression de ses isoformes. L’expression physiologique de la GPX4 mitochondriale (m-
GPX4) diminue une fois le milieu de la gestation atteint, moment du pic de neurogenese (E14,5)
et I'utilisation de siRNA envers la m-GPX4, ayant une action anti-apoptotique, provoque un
retard neurodéveloppemental qui proviendrait d’une apoptose excessive au niveau du cerveau

postérieur. De plus, une apoptose excessive devient préjudiciable pour le développement du
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SNC, puisque la fin de la gestation permet la maturation des cellules générées, accompagnée
d’une baisse de 1’apoptose. L’ensemble de ces données indiquent que I’absence de m-GPX4
provoque une apoptose exacerbée tout au long du neurodéveloppement embryonnaire. Enfin,
la 1étalité embryonnaire observée suite au KO de la GPX4 est de surcroit due a 1’absence de
I’isoforme nucléaire de la GPX4, nécessaire au développement cardiaque (Borchert et al.,

2006).

En revanche, les mécanismes induisant la 1étalit¢ embryonnaire en 1’absence de la
SELENOT n’ont pas encore été ¢€lucidés. Bien que I’absence indépendante de chaque
sélénoprotéine n’induit pas obligatoirement une létalité embryonnaire, le role de certaines

d’entre elles dans I’ontogenése fiit également recherché.

b) Implication dans des voies de signalisation

Les DIO et leur action dans la régulation des hormones thyroidiennes ont fait 1’objet de
nombreuses études. Lors du développement, les HT interviennent notamment lors de la
différenciation cellulaire en inhibant leur potentiel prolifératif. Pour exemple, la régulation d’un
taux excessif de HT évite une différenciation prématurée des neurones pyramidaux et de leurs
épines dendritiques (Pasquini and Adamo, 1994). Les DIO 2 et 3 vont alors moduler la
concentration de T3 circulante et intracellulaire. Cette régulation est également requise pour le
développement et I’homéostasie musculaire. En effet, la différenciation musculaire est associée
a une augmentation des niveaux des HT au sein des myoblastes. La DIO2 permet ainsi une
augmentation rapide de T3 induisant I’expression du facteur de transcription MyoD, qui permet
a son tour la formation des myotubes et inhibe la prolifération cellulaire. L’expression de D102
est sous le contrdle du facteur de transcription FoxO3, membre de la famille de FoxO régulant

la myogenese et connu pour activer la transcription de MyoD (Dentice et al., 2010).

Certaines voies de signalisation ont un rdle majeur lors du développement puisque leur
ajustement permet soit la prolifération, soit la différenciation ou encore la maturation des tissus.
La voie de signalisation Wnt/B-caténine a fait I’objet de nombreuses études permettant
d’affirmer son role incontournable lors du développement. Brievement, la fixation d’un ligand
de la famille Wnt sur son récepteur Frizzled, induit la stabilisation et I’accumulation de (-
caténine, pouvant désormais se lier a des FT, puisque cette protéine est normalement dégradée
en I’absence de protéine Wnt. Pendant I’embryogenése, les protéines Wnt sécrétées permettent

la communication intercellulaire, interviennent dans la mise en place de I’axe antéro-postérieur
9 9
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dans le maintien de la totipotence des cellules souches ou encore dans 1’activation de leur
différenciation (Steinhart and Angers, 2018). L’équipe de Kipp et collaborateurs s’est alors
intéressée a I’expression de la GPX2 et des TXNRD2 et 3 au niveau de I’intestin, montrant que
leur présence est régulée par la voie Wnt. La régulation de I’expression de ces sélénoprotéines
au niveau des cryptes intestinales témoigne de leur importance pour la prolifération et

I’apoptose des cellules lors du développement (Kipp et al., 2012).

c) Un tissu, plusieurs sélénoprotéines

Le développement musculaire fait intervenir plusieurs sélénoprotéines. Comme nous
I’avons vu, la DIO2 est indispensable a I’expression du facteur de transcription MyoD pour la
formation des myotubes. Cependant, en plus de sa forte expression lors de I’implantation et de
la gastrulation, la SELENOW est fortement exprimée dans les myoblastes en prolifération
(Roman et al., 2014). Cette sélénoprotéine serait ainsi impliquée dans la prolifération de ces
cellules en modulant leur cycle cellulaire. En effet, la SELENOW interagit avec la protéine 14-
3-3, impliquée dans divers processus cellulaires. Lors du cycle cellulaire, un arrét se produit
lors de la transition G2-M di a I’interaction de la protéine 14-3-3 avec un autre acteur
moléculaire. La SELENOW permet alors le redémarrage du cycle cellulaire lors de la transition
G2-M en permettant la dissociation du pont disulfure de la protéine 14-3-3 avec ce second
acteur moléculaire (Park et al., 2012). De plus, une étude chez le poisson z¢bre a montré que le
développement des fibres musculaires est possible, entre autres, grace a 1’action de la
SELENON et sa capacité a libérer le calcium en interagissant avec la récepteur a la ryanodine

(Jurynec et al., 2008).

Pour dernier exemple, les sé¢lénoprotéines jouent également un role dans la fertilité lors
de la spermatogenése. Les thioredoxin/glutathione reductase (TGR) ainsi que la GPX4
interviennent dans le développement et renouvellement du sperme. En effet, les TGR
isomérisent les ponts disulfures des spermatides, nécessaires a leur structure, tandis que la
GPX4 permet la condensation de la chromatine lors de la maturation du sperme (Pfeifer et al.,
2001; Su et al., 2005). Enfin, bien que la SELENOV soit exprimée dans les spermatocytes au
niveau des tubes séminiféeres, sa fonction précise dans la spermatogenése reste inconnue

(Kryukov et al., 2003).
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L’activité oxydoréductase des sélénoprotéines est primordiale pour 1’ontogenese des
individus, ainsi que pour le fonctionnement de certains tissus comme les testicules ou le muscle,

méme chez I’adulte. Leur activité régit des processus périphériques mais également du SNC.

2.3.2) Sélénoprotéines et neurodéveloppement

a) Localisation et expression des sélénoprotéines au niveau cérébral

Nous avons précédemment pu voir que le cerveau est a I’apex de la hiérarchie pour le
maintien de la présence de Se et que ce dernier est présent de maniére plus importante au niveau
de I’hippocampe et du cortex cérébelleux et cérébral. De plus, les neurones sont identifiés
comme le site premier d’expression des sélénoprotéines, comptant une expression abondante
au niveau des neurones corticaux et hippocampiques. Cette méme analyse a également permis
de mettre en évidence I’expression de I’ARNm des 24 sélénoprotéines murines au niveau
cérébral, avec une expression particulierement importante des GPX4, SELENOK, M, W, et F
dans certaines structures, dont le cortex cérébral (Zhang et al., 2008). Mais ces protéines sont
¢galement retrouvées dans différents types cellulaires neuraux, comme les astrocytes, la
microglie ou les oligodendrocytes (Hoppe et al., 2008). Les GPX1 et 4 sont les formes
majoritaires retrouvées au niveau du SNC. Tandis que la GPX1 est exprimée a la fois dans les
neurones et les astrocytes, la GPX4 est retrouvée spécifiquement dans les neurones en condition
physiologique, et ce dans toutes les couches corticales lors du développement murin, permettant
son action antioxydante. La présence de celle-ci diminue lors de la maturation postnatale, mais
reste présente chez la souris adulte. Cependant, en conditions pathologiques comme suite a une
Iésion cérébrale, I’expression de la GPX4 augmente, mais ce au niveau des astrocytes (Savaskan

etal., 2007).

La SELENOW est également une des sélénoprotéines fortement exprimée au sein des
neurones corticaux, hippocampiques et cérébelleux, voyant son expression augmenter
continuellement lors du développement embryonnaire (Loflin et al., 2006). Plus précisément,
cette protéine est localisée a la fois au niveau du soma et des prolongements cellulaires. De
plus, la SELENOW ainsi que la GPX4, sont exprimées au niveau des synapses. Cependant, a
I’inverse de la GPX4, la présence de la SELENOW est dépendante de la SELENOP, puisque
son expression au niveau synaptique diminue fortement chez des souris invalidées pour la

SELENOP (Raman et al.,, 2013). Ces données suggerent alors leur implication dans
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I’homéostasie redox lors du neurodéveloppement ainsi que dans le développement et le

maintien des synapses.

Les sélénoprotéines sont ainsi largement exprimées au sein du SNC, avec des
localisations tissulaires et subcellulaires a la fois communes et distinctes, leur permettant

d’établir différentes fonctions notamment lors du neurodéveloppement.

b) Quelques fonctions permettant le neurodéveloppement

La TXNRDI est fortement exprimée au niveau du tissu nerveux lors de I’embryogenése,
au niveau du tube neural ou du cerveau antérieur (Jakupoglu et al., 2005). Comme son KO total
est 1étal, I’action de la TXNRDI lors du développement cérébral a été étudié¢e dans un modele
d’invalidation conditionnelle utilisant le systéme Cre-lox sous 1’influence du promoteur nestine
(spécifique des cellules neurales). Les souris invalidées présentent un retard de croissance ainsi
que des problémes de coordination. Les auteurs ont alors poussé leurs investigations, montrant
que I’absence de la TXNRDI1 induit une baisse de la prolifération des cellules granulaires du
cervelet, ainsi qu’une désorganisation des couches cérébelleuses due a un défaut de lamination
des cellules de Purkinje. Ces anomalies engendrent alors une hypoplasie et une ataxie
cérébelleuse, prouvant le réle de la TXNRD1 dans la prolifération et la mise en place de ce tissu

(Soerensen et al., 2008).

Le développement d’une seconde population neuronale est é¢galement impacté en
I’absence de sélénoprotéines. Cela concerne les interneurones GABAergiques exprimant la
parvalbumine (PV+). Ces interneurones sont particulie¢rement vulnérables au stress oxydatif et
expriment fortement le récepteur ApoER2 (Pitts et al., 2012). L’invalidation des
sélénoprotéines spécifiquement dans ces interneurones engendre un blocage ou un retard de
leur développement, en inhibant leur différenciation ou la prolifération de leurs progéniteurs.
Ces anomalies se traduisent par une activit¢ de type épileptique spontanée sur coupes
d’hippocampe in vitro. Ces observations sont en partie retrouvées lorsque la GPX4 seule est
invalidée au sein des interneurones PV+ (Wirth et al., 2010). L implication des sélénoprotéines
dans la prolifération cellulaire lors du neurodéveloppement est également proposée chez un
autre mode¢le, le poisson zebre. En effet, lors du développement du poisson zebre, la SELENOH
est exprimée au niveau des tissus prolifératifs comprenant la zone ventriculaire cérébrale. Les
auteurs de ces travaux ont également montré que les cellules dont I’expression de la SELENOH

est diminuée par des siRNA sont plus sensibles au stress oxydatif (Novoselov et al., 2007).
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La neurotransmission est un mécanisme clé pour le fonctionnement de 1’organisme, et
agit des le plus jeune age, permettant une coordination des réseaux neuronaux lors du
développement. Cependant, la transmission des messages nerveux demande de 1’énergie aux
cellules, pouvant alors engendrer un stress oxydatif. Des études ont révélé que 1’inhibition de
la GPX4 et la SELENOW par des siRNA, augmente la susceptibilité¢ des neurones invalidés a
déclencher une apoptose induite par un exces d’H»O; (Savaskan et al., 2007; Chung et al.,
2009). Nous avons précédemment vu que la GPX4 et la SELENOW sont exprimées au niveau
des synapses et qu’un déficit en Se module les taux de neurotransmetteurs au niveau cortical.
L’expression des sélénoprotéines pourrait alors controler I’homéostasie redox a ce niveau et
¢viter la mort neuronale suite a une activité nerveuse (voir Figure 20 pour le résumé des

fonctions principales).

Nous avons vu que les sélénoprotéines sont indispensables au neurodéveloppement, par
les diverses fonctions que nous avons pu évoquer. Néanmoins, le rdle et le mode d’action de
chacune d’entre elles reste encore a élucider, a I’instar de la sélénoprotéine T, qui fera 1’objet

de la suite de cette introduction.

Prolifération cellulaire :

- GPX4, SELENOW

- Cellules granulaires cervelet
(TXNRD1)

- Zone ventriculaire (SELENOH)

o

Expression majoritaire:

- Cortex, hippocampe, cervelet

- Neurones

Aussi exprimées dans astrocytes, microglie,
- oligodendrocytes

Sélénoprotéines et
neurodéveloppement

=

Neurotransmission, apoptose Différenciation cellulaire:
et synaptogenése : - DIO
- GPX4,SELENOW - Interneurones PV+ (GPX4)

Figure 20 : Expression et fonctions principales de sélénoprotéines lors du
neurodéveloppement. Les fonctions associées aux sélénoprotéines recensées ici, dépendent de
leurs caractéristiques d’oxydo-réduction et ont été identifiées dans le modele murin ou chez le
poisson zebre.
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2.4) La sélénoprotéine T

2.4.1) Structure de la sélénoprotéine T

C’est a la fin des années 90 que la sélénoprotéine T (SELENOT) fut prédite pour la
premiére fois au moyen d’approches bio-informatiques. Kryukov et ses collaborateurs ont en
effet développé le programme SECISearch, permettant de détecter les ¢léments SECIS au sein
des séquences nucléotidiques. Ainsi, ils ont identifi¢ deux nouvelles sélénoprotéines, dont la
SELENOT (Kryukov et al., 1999). De futures analyses génomiques ont mis en évidence la forte
conservation de la SELENOT chez les mammiféres. Par exemple, celle-ci contient 99%
d’identité de séquence entre I’Homme et le rongeur (Rattus norvegicus, Mus musculus), ou
encore une séquence totalement identique entre I’Homme et le Macaque Rhésus (Macaca
mulatta). La SELENOT est également présente chez d’autres espéces, comme le coq (Gallus
gallus, avec une identité¢ de séquence de 95%), le poisson zebre (Danio rerio) ou bien encore
chez des plantes, comme 1’algue verte (Chlamydomonas reinhardtii). De plus, les recherches
ont pu identifier la présence d’homologues de la SELENOT chez des insectes (Drosophila
melanogaster) ou bien des plantes terrestres (Arabidopsis thaliana), ayant un résidu cystéine a
la place de la Sec (Moustafa and Antar, 2012), ce qui témoigne de la forte conservation de cette

protéine au sein des especes vivantes.

L’analyse structurale de ’ARNm de la SELENOT et de son géne montre que cette
sélénoprotéine est codée par six exons. Le deuxiéme exon comprend le résidu Sec. L’¢élément
SECIS est quant a lui positionné au niveau de la région 3’ non-codante, 509 nucléotides en aval
du codon UGA, permettant ainsi de pouvoir décoder le codon UGA en codon pour I’intégration
de la Sec (Figure 21A). Des analyses par des programmes informatiques, tels que TargetP et
NetNGlyc, indiquent également un domaine hydrophobe transmembranaire en N-terminal,
vérifié expérimentalement par Grumolato et al. (2008), ainsi qu’un site potentiel de N-
glycosylation. Ces auteurs et d’autres, ont également pu identifier le centre actif redox de la
protéine et le motif Cys-x-x-Sec (CXXU) permettant I’activité oxydoréductase de la SELENOT
(Grumolato et al., 2008; Moustafa and Antar, 2012; Boukhzar et al., 2016). A savoir que ce
centre redox est similaire a celui retrouvé dans les thiorédoxines, les glutarédoxines et comme

vu plus haut, chez les membres de la famille Rdx (Kryukov et al., 1999).

La séquence de la SELENOT exprimée chez les eucaryotes contient de plus 1I’é1ément
SECIS de type II, avec le motif CXXU localisé entre le brin 1 et I’hélice al (Figure 21B). La

traduction de la SELENOT produit une protéine de 195 acides aminés, ayant un peptide signal
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de 19 acides aminés, conservé chez les rongeurs et ’Homme (Grumolato et al., 2008), ainsi

qu’un arrangement des structures secondaires et tertiaires similaires a celles retrouvées chez les

protéines de type thiorédoxine et la SELENOW (Figure 21C) (Aachmann et al., 2007).
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Figure 21 : Structure génomique et protéique de la SELENOT. A) Le géne de la SELENOT
contient 6 exons (Ex, vert) apres épissage. Les sites initiateur (ATG), de la Sec (TGA) et du
codon stop (TAG) sont annotés. L’élément SECIS est localisé au niveau de la région 3’ non-
codante de I’ARNm. B) Représentation de la structure secondaire de la SELENOT, contenant
un peptide signal et sa comparaison avec deux autres s¢lénoprotéines homologues, montrant
des similarités d’organisation. Ces trois protéines ont en commun un motif de type thiorédoxine
(B-0-B-B-B-a) et un site catalytique CxxU situ¢ apres le premier brin f1. La SELENOT contient
en plus un domaine transmembranaire comprenant quatre hélices a localisées entres les brins
B2 et B3, tandis qu’une seule hélice a est retrouvée pour la thiorédoxine. C) Représentation des
structures tertiaires de ces trois sélénoprotéines homologues, montrant une forte similarité de
repliement. Adapté de Anouar et al., 2018 et Aachmann et al., 2007.

2.4.2) Expression et localisation de la SELENOT

Les ¢études réalisées au sein du laboratoire ont permis d’identifier 1’expression de la
SELENOT chez le rat, a différents stades du développement. En effet, cette sélénoenzyme est
présente deés les premiers stades embryonnaires (premiéres observations réalisées par
hybridation in situ 3 E7) de maniére ubiquiste (Grumolato et al., 2008). Au 20°™ jour

embryonnaire, les analyses de ’ARNm de la SELENOT et de sa protéine nous montrent sa
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présence au sein de divers organes, de maniére plus importante au niveau du cceur, de régions

cérébrales, ainsi qu’au sein de tissus endocrines comme le foie et les testicules (Figure 22A).

Ces taux diminuent une fois 1’age adulte atteint, pour disparaitre dans la plupart des
organes, excepté au niveau cérébral et cardiaque, ou une expression résiduelle est observée,
ainsi qu’au niveau des tissus endocriniens, comme les testicules et la glande pituitaire, ou cette
fois une expression plus importante persiste (Figure 22B). L’étude plus approfondie au niveau
du néocortex de rat, révele une forte réduction de I’expression de la SELENOT entre les stades
embryonnaires et adulte. Vers E15, la SELENOT est exprimée au sein des neurones immatures
exprimant la nestine (marqueur des cellules souches et progéniteurs neuraux indifférenciés),
dans les couches ventriculaires (zones de prolifération) et intermédiaire (zone de migration),
ainsi qu’au niveau des neuroblastes en différenciation, exprimant la doublecortine (protéine
associée aux microtubules exprimée par les précurseurs neuronaux et neurones immatures).
Lors des deux premicres semaines postnatales, la SELENOT est toujours présente au niveau de
ces zones mais également au sein des astrocytes, exprimant le marqueur GFAP (filament

intermédiaire présent dans les cellules gliales) (Figure 23) (Tanguy et al., 2011b).
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Figure 22 : Expression tissulaire de la SELENOT chez le rat. A) Au 20°™ jour
embryonnaire, les taux relatifs de ’ARNm de la SELENOT sont importants, ainsi que les
niveaux protéiques, notamment au niveau cérébral, cardiaque et des testicules. B) L’analyse
tissulaire chez le rat adulte montre des taux plus faibles de ’ARNm de la SELENOT, ainsi
qu’au niveau protéique, toutefois présents au niveau cérébral et des organes endocriniens. Les

taux relatifs ont été obtenus par RT-qPCR et les niveaux protéiques par western blot. Adapté de
Tanguy et al., 2011b.
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Figure 23 : Localisation de la SELENOT au sein du néocortex de rat. Au 15 jour
embryonnaire, la SELENOT est localisée au niveau de la glie radiaire (marquée par la nestine)
au sein de la zone sous-ventriculaire (SVZ), donnant les neuroblastes a ce stade. Elle est
¢galement présente au niveau de la zone intermédiaire (IZ), ainsi qu’au niveau des neuroblastes
en différenciation (marqués par la doublecortine) localisés dans la plaque corticale (CP). Lors
des deux premicres semaines apres la naissance, la SELENOT est toujours présente au sein de

ces zones et colocalise également avec le marqueur de cellules gliales (GFAP). D aprés Tanguy
etal, 2011b.

Malgré cette faible expression observée dans certains tissus chez le rongeur adulte, la
SELENOT semble étre essentielle puisque la diminution de son expression est limitée lors
d’une carence en Se. En effet, I’invalidation de la SELENOP, qui ne permet plus I’arrivée de
Se au niveau des tissus, induit une perte de 60% de SELENOT au niveau testiculaire, alors que
les niveaux sont maintenus au niveau cérébral (Hoffmann et al., 2007). La SELENOT est
¢galement requise au niveau cérébral, notamment par une réexpression lors de pathologies,

comme nous allons le voir ci-dessous.

De plus, des études par immunohistofluorescence ont permis de localiser la SELENOT
au niveau subcellulaire. En effet, cette derni¢re est exprimée, au niveau du RE (Dikiy et al.,
2007; Grumolato et al., 2008; Prevost et al., 2013). Le domaine transmembranaire hydrophobe
de la SELENOT décrit plus haut permettrait son intégration a la membrane du RE (Figure 24).

L’expression de la SELENOT, de I’embryogenése a 1’age adulte, ainsi qu’au niveau de
compartiments subcellulaires laisse présager d’un role important dans les processus essentiels

au développement, notamment dans le SNC.
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Figure 24 : Localisation subcellulaire de la
SELENOT. La SELENOT (en vert, panel du
haut) est localisée au niveau du RE, marqué
par la protéine GRP78 (en rouge), au sein de
SELENOT tronquée cellules PC12. L’utilisation d’une SELENOT
avec le domaine transmembranaire tronqué,
ne permet plus son attachement au RE (panel
du bas). D’apres Grumolato et al., 2008.

2.4.3) La SELENOT et ses fonctions

a) Mécanismes cellulaires

C’est par une analyse fortuite dans des cellules de lignée tumorale, les cellules PC12 de
phéochromocytome de rat, que notre équipe a découvert la SELENOT et s’est donc intéressée
a celle-ci. En effet, le traitement avec le neuropeptide PACAP des cellules PC12 en
différenciation induit ’augmentation de I’ARNm de plusieurs enzymes, dont la SELENOT. Le
PACAP agit via la voie AMPc/PKA afin d’augmenter la concentration intracellulaire de
calcium, et I’invalidation de la SELENOT dans ces cellules empéche cette augmentation. Ainsi,
I’expression de la SELENOT stimulée par le PACAP, régule la mobilisation calcique via son
site actif redox, en libérant le calcium du RE (Grumolato et al., 2008). La régulation de
I’homéostasie calcique par la SELENOT fut également démontrée dans des études réalisées
chez le rat et le poisson rouge. La SELENOT est exprimée au niveau cardiaque chez ces
animaux et augmente en situation d’hypoxie chez le poisson. Les auteurs ont alors analysé
I’application d’un peptide dérivé de la SELENOT (le PSELT, comprenant le centre redox
CVSU de la SELENOT) sur le ceeur de rat ex-vivo. De maniére intéressante, la concentration
de 3-nitrothyrosine (marqueur d’un stress oxydatif nitrosatif) augmente en condition
hypoxique, mais pas en présence du PSELT. Ce peptide a un effet ionotropique positif sur le
cceur, possiblement via la voie AMPc/PKA et un mécanisme dépendant de canaux calciques

(Rocca et al., 2018; Mazza et al., 2019).

Un des compartiments cellulaires importants pour la mobilisation calcique
intracellulaire est le RE. Nous avons vu que la SELENOT est localisée a son niveau et y est
retenue grace a son domaine transmembranaire. Ainsi, elle serait un acteur essentiel pour le

recrutement de calcium dans les cellules. De plus, d’autres travaux de notre équipe ont montré
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I’importance de la SELENOT pour I’homéostasie du RE, puisque la SELENOT augmente lors

d’un stress du RE et joue un réle dans la N-glycosylation des protéines (Hamieh et al., 2017).

Pour aparté, les protéines venant d’étre synthétisées passent par le RE pour subir des
modifications post-traductionnelles comme la formation de ponts disulfures, afin de les
stabiliser, 1’ajout de lipides ou encore la glycosylation par 1’ajout de glycanes afin d’étre
sécrétées ou intégrées aux membranes plasmiques. Ces modifications leur permettent
d’acquérir leur conformation spatiale définitive. Au sein du RE, la N-glycosylation ajoute un
oligosaccharide sur un résidu asparagine grace au complexe protéique membranaire
oligosaccharyltransférase (OST). La protéine passe ensuite par le systéme de controle qualité,
le cycle calnexine/calréticuline afin d’établir si le repliement de la protéine est conforme ou
non. Si tel est le cas, la protéine est transférée au niveau de 1’appareil de Golgi, sinon apres
plusieurs cycles, la protéine est prise en charge par le systeme de dégradation des protéines

associ¢ au RE (ERAD) afin d’étre éliminée par le protéasome (Figure 25) (Chevet et al., 2001).

Hamieh et al. ont alors inhibé I’expression de la SELENOT au sein de cellules AtT20
(cellules corticotropes de souris) par des siARN et ont observé une accumulation de protéines
mal conformées au sein du RE, témoignant d’un dysfonctionnement du systtme ERAD. De
plus, les auteurs ont mis en lumicre 1’association transitoire de la SELENOT avec les sous-
unités STT3A, OST48 et KCP2, faisant partie du complexe OST de type A et ont montré que
ces sous-unités voient leur expression diminuer lors de I’inhibition de la SELENOT. Ainsi, la
SELENOT serait une sous-unité de ce complexe permettant de maintenir son intégrité. Ainsi,
I’invalidation de la SELENOT par la technique de Crispr-Cas9 dans les cellules AtT20 induit
une altération de la N-glycosylation de la proopiomélanocortine (POMC), précurseur de
I’ACTH et de I’a-MSH (Hamieh et al., 2017). La SELENOT est donc un acteur important dans
la N-glycosylation des protéines dans les cellules endocrines. Une autre ¢étude a révélé que la
SELENOT est nécessaire a la désacétylation des glycosylphosphatidylinositol (GPI) ancrés aux
protéines, une autre modification post-traductionnelle s’effectuant dans le RE et permettant

I’ancrage des protéines a la surface cellulaire (Liu et al., 2018).

93



Introduction

® Phosphate
[] N-acétyl glucosamine
O Mannose

Ribosome

@ Glucose g

ArARRTA L R AR R A R A ;%)%%?W
Rw%%% SAAEEAE0L0A8088E048684884
Lumiére RE

o

N-glycan

43

:

Figure 25 : Représentation de la N-glycosylation au sein du réticulum endoplasmique par
P’oligosaccharyltransférase de type A (OST-A). Le N-glycane est synthétisé et ancré a la
membrane du RE. En parall¢le, la protéine formée lors de la traduction par le ribosome, est
transloquée au sein du RE et s’associe au complexe OST-A, composé en partie des sous-unités
STT3A, OST48 et KCP2. Par ce complexe, le N-glycane va se lier a une asparagine sur la
protéine, permettant son repliement. La protéine repliée passe ensuite par le cycle de contrdle
qualité calnéxine/calréticuline. Si la protéine est correctement conformée, elle est dirigée vers
I’appareil de Golgi. Si au contraire, la protéine présente des anomalies de conformation, elle est

prise en charge par le systéme ERAD et éliminée par le protéasome. Adapté de Mohanty et al., 2020
et Pothion et al., 2020. Réalisé grdce a la banque d’images smart.servier.com.

b) Implications de la SELENOT dans des pathologies

Les fonctions décrites de la SELENOT en font un acteur essentiel pour le maintien de
la physiologie cellulaire. Une récente étude portant sur les altérations induites apres
ischémie/reperfusion a démontré 1’effet protecteur de celle-ci. En effet, ’expression de la
SELENOT augmente apres ischémie/reperfusion dans le cceur de rat. Afin de comprendre son
role, les auteurs ont réalisé une ischémie/reperfusion sur des cceurs ex vivo et administré le
peptide PSELT aprés ischémie. Ils ont remarqué une diminution des dommages fonctionnels
causés par l’ischémie, ainsi qu’une diminution de la mort cellulaire par apoptose des
cardiomyocytes et une baisse de la production de ROS intracardiaques (Rocca et al., 2018). Le
PSELT améliore ainsi la récupération fonctionnelle en agissant en intracellulaire puisque celui-

ci est capable de traverser les membranes biologiques (Alsharif et al., 2021).
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L’effet protecteur de la SELENOT peut aussi s’opérer lors de maladies
neurodégénératives. Les études réalisées par Boukhzar et al., sur des cellules de neuroblastome,
montrent que 1’application de MPTP (1-méthyl-4-phényl-1,2,3,6-tétrahydropyridine, une
neurotoxine dont la forme oxydée MPP+ est toxique pour les neurones dopaminergiques et
induit les symptomes des patients Parkinsoniens in vivo), conduit a une augmentation de la
SELENOT dans ces cellules. L’administration de MPTP chez la souris conduit également a une
surexpression de la SELENOT au niveau du striatum, dans les neurones dopaminergiques, ainsi
qu’une stimulation de son expression dans les astrocytes. De plus, la surexpression de cette
enzyme s’est avérée bénéfique pour la survie des neurones dopaminergiques, en diminuant les
niveaux de ROS induits par le MPP+. Les auteurs ont également étudi¢ les effets du MPTP
chez une lignée de souris développée au laboratoire et invalidée pour la SELENOT,
spécifiquement au sein des cellules neurales. Leurs résultats confortent I’effet protecteur de
cette protéine, puisque son absence conduit a une augmentation des niveaux de ROS dans les
neurones dopaminergiques, accompagné d’une diminution de la quantité de dopamine dans le

striatum, provoquant des altérations motrices (Boukhzar et al., 2016).

c) Implications lors du neurodéveloppement

Bien que les mécanismes d’action de la SELENOT ne soient pas pleinement compris au
niveau central, elle apparait comme une oxydoréductase essentielle pour la neuroprotection,
que ce soit pour des accidents cérébraux ou encore des maladies neurodégénératives ou son
expression est stimulée. De plus, nous avons vu que son expression est importante lors du
neurodéveloppement et qui plus est, vitale, puisque 1’invalidation totale de la SELENOT est
géme

létale au moins a partir du jour embryonnaire (Boukhzar et al., 2016).

Le role de la SELENOT lors du neurodéveloppement a alors été étudié au sein du
laboratoire chez la lignée de souris invalidée pour la SELENOT spécifiquement dans le lignage
neural, au moyen du systéme Cre-lox. Les souris floxées obtenues par I’insertion de site loxP
de part et d’autre des exons 2 et 3 de la SELENOT (contenant le centre catalytique) ont ensuite
¢té croisées avec des souris exprimant la Cre recombinase sous l’influence du promoteur
nestine, permettant d’invalider la SELENOT par recombinaison génétique (Figure 26A).
Castex et al. ont ainsi observé une diminution du volume cérébral total de 17% et 9%,
respectivement 7 jours et 12 semaines apres la naissance. Plus précisément, le volume du

néocortex diminue de 16%, celui du cervelet de 21% et de 14% pour I”hippocampe 7 jours apres
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la naissance. Toutefois, ces variations ne sont plus présentes chez les souris KO adultes (Figure

26B).
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Figure 26 : Invalidation conditionnelle de la SELENOT et diminution transitoire du
volume des aires cérébrales. A) Le géne de la SELENOT a été génétiquement modifié afin
d’insérer des sites de recombinaison LoxP (triangles orange) avant et apres les exons 2-3,
contenant la Sec. L’apport de la Cre recombinase par croisement génétique permet de
recombiner ’ADN en ¢éliminant la séquence présente entre les sites LoxP et ainsi d’invalider
I’allele. L’expression de la Cre recombinase est sous le controle du promoteur nestine, donc
restreinte aux cellules neurales. B) Le volume de différentes aires cérébrales a été mesuré par
stéréologie non biaisée, le jour de la naissance (P0), 7 jours (P7) ou 12 semaines (W12) apres
la naissance, chez les souris WT (blanc) ou invalidées pour la SELENOT (noir). Le volume
cérébral est diminué chez les souris KO conditionnelles a P7 (17%) et W12 (9%) (a). Le volume
du néocortex, de I’hippocampe et du cervelet sont quant a eux diminués a P7, de 16%, 14% et
21% respectivement (b, c, d). Les images représentatives de ces diminutions sont présentées en
e, fet g. D’aprés Castex et al., 2016.

Les auteurs se sont alors intéressés au cervelet, présentant la plus forte diminution
transitoire et ont constaté une augmentation de la caspase-3 clivée (marqueur d’apoptose) ainsi
qu’une élévation du niveau de ROS dans les couches corticales du cervelet. De plus, I’absence
de SELENOT au sein de neuroblastes a E14,5 induit une élévation du niveau de ROS et une
diminution de leur survie. Etant donné le rétablissement des volumes cérébraux chez les souris
adultes KO, les auteurs ont regardé¢ les mécanismes compensatoires possibles lors de
I’ontogenése du cervelet et ont ainsi remarqué une augmentation de la neurogenése, 9 jours

apres la naissance chez ces souris (Figure 27A, B). Cependant, cette diminution transitoire puis
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cette compensation cellulaire ne sont pas sans conséquences puisque ces souris invalidées

présentent une hyperactivité locomotrice a I’age adulte (Figure 27C) (Castex et al., 2016).
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Figure 27 : Effet de I’invalidation de la SELENOT lors du neurodéveloppement. A)
L’absence de SELENOT (SELENOT") au sein de neuroblastes a E14,5 conduit a une
augmentation des taux de ROS, et a I’'inverse a une diminution de leur survie cellulaire. B) Neuf
jours apres la naissance (P9), le cortex cérébelleux de souris invalidées pour la SELENOT au
niveau des cellules neurales présente une neurogenese (marqué par la BrdU, rouge) plus
importante que les souris WT. C) Les souris adultes invalidées pour la SELENOT présentent
une hyperactivité locomotrice, mesurée par le test d’open-field. Les souris SELENOT"
parcourent en effet une plus grande distance (a), plus rapidement (b) et restent moins longtemps
immobiles (¢) comparé aux souris WT. D apreés Castex et al., 2016.

Une étude plus récente a également mis en lumiere I’impact de la SELENOT sur la
prolifération cellulaire, puisque la diminution de son expression dans des cellules
dopaminergiques tumorales induit également une diminution de leur survie, de leur
prolifération, avec une augmentation de la caspase-3 clivée au sein de ces cellules. Les
anomalies de prolifération sont visibles 48 h aprés injection d’un ARN interférant contre la
SELENOT, montrant une augmentation du nombre de cellules invalidées stagnant en phase G1
du cycle cellulaire et une diminution du nombre de cellules passées en phase S et G2/M. L’arrét
du cycle cellulaire en phase G1 en absence de SELENOT peut s’expliquer par une diminution
de I’expression de protéines clés servant a valider la transition de la phase G1 a la phase S. En

effet, les auteurs ont identifié une baisse de la proportion de protéines CDK4, Cyclin D et p27
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au sein de ces cellules, ainsi qu’une augmentation de kinases inhibitrices des cyclines comme

CDKNI1B (Shao et al., 2019).

Différentes implications de la SELENOT ont donc été évoquées, modulant a la fois la
mobilisation calcique, la N-glycosylation des protéines ou encore la prolifération et la survie
cellulaire. Cependant, bien que son role d’oxydo-réduction et son importance lors de
I’embryogenese soient établis, les fonctions de la SELENOT lors de ’ontogenese du SNC et

notamment lors de la corticogenése ne sont pas encore connues.
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Les travaux de recherche évoqués dans I’introduction, indiquent 1I’importance de
I’homéostasie redox dans la survie et les processus cellulaires, et donc des fonctions opérées
par les sélénoprotéines. Ce n’est que récemment que les études sur la SELENOT ont mis en
lumiere son rdle crucial dans I’intégrit¢ du RE. En effet, nous avons pu voir que la SELENOT
est une partie intégrante du fonctionnement de la N-glycosylation, ainsi que pour la prévention
du stress du RE (Hamieh et al., 2017). La SELENOT pourrait alors représenter un acteur
essentiel dans les mécanismes régissant le neurodéveloppement. Des études ont notamment
montré que 1’absence de cette sélénoenzyme dans des modeles murins induit une 1étalité
embryonnaire et que son invalidation au niveau central conduit a une baisse de la survie de
certains neuroblastes ainsi qu’a une hyperactivité chez les souris KO adultes, sous-entendant
des anomalies lors de la mise en place des connexions corticales (Boukhzar et al., 2016; Castex

etal., 2016).

De plus, I’absence de SELENOT impacte la prolifération cellulaire (Shao et al., 2019)
et pourrait donc éventuellement affecter le développement et la mise en place des couches
corticales. Un autre mécanisme important pour le positionnement des neuroblastes au sein du
néocortex est leur migration. Les neuroblastes migrent le long du prolongement de la glie
radiaire pour se positionner au sein de la plaque corticale. Afin de suivre ce prolongement, les
neuroblastes adhérent a 1’axe de la glie radiaire. Cependant, Sengupta et al., ont remarqué que
I’absence de SELENOT au sein de fibroblastes murins, induit une perte d’adhésion de ces
cellules de pres de 40% et une augmentation de I’expression d’autres oxydoréductases telles
que la SELENOW, probablement comme mécanisme compensatoire. De plus, son absence
provoque ’augmentation d’expression de génes impliqués dans 1’adhésion cellulaire, la
différenciation ou encore dans 1’homéostasie redox, ou a I’inverse une diminution de genes

intervenant dans la régulation de la transcription (Sengupta et al., 2009).

L’ensemble de ces observations laisse présager un réle de la SELENOT dans la
corticogenese. Les travaux de cette theése ont été guidés par deux objectifs, qui sont : 1) I’analyse
du profil d’expression de la SELENOT, en utilisant comme mod¢le d’étude la souris, afin de
corréler son expression avec les différentes étapes du développement cortical ; ii) et en second,

I’invalidation de la SELENOT soit par électroporation in utero au sein des cellules souches
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neurales chez I’embryon soit apres invalidation conditionnelle dans le SNC chez la souris, de

manicre a déterminer son implication lors de la mise en place des couches corticales.
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Article : SELENOT deficiency alters projection neuron migration during
corticogenesis in mice

Emmanuelle Carpentier, Anthony Falluel-Morel, Lisa Brunet, Magalie Bénard, David

Godefroy, Loubna Boukhzar, Arnaud Arabo and Youssef Anouar

Le stress oxydatif est un facteur aggravant de maladies neurodéveloppementales.
Cependant, les espéces réactives de 1’oxygeéne agissent comme seconds messagers pour régir
les processus cellulaires. Leur implication lors de la corticogenése a été démontrée dans
plusieurs études, modulant ainsi les différentes phases du développement du néocortex. Ce
dernier est constitué de six couches, €¢laborées par la migration et le positionnement des
neuroblastes, produits a partir des cellules de la glie radiaire. Afin de réguler I’homéostasie
redox et la production de radicaux libres, les cellules possedent des systémes antioxydants,
comprenant les sélénoprotéines. Parmi elles, la SELENOT apparait essentielle au
développement puisque son invalidation totale s’avere 1étale. Des études réalisées au laboratoire
ont décrit sa présence au niveau des cellules neurales lors de I’embryogenése, ainsi que son
implication dans la mobilisation calcique, dans la N-glycosylation et dans la réponse au stress
du réticulum endoplasmique. De plus, la SELENOT semble cruciale lors du
neurodéveloppement, puisque son invalidation au sein des cellules neuronales induit une baisse
de leur survie cellulaire, une augmentation des niveaux de radicaux libres, ainsi qu’une
hyperactivité chez les souris adultes. Ainsi, les précédentes études évoquent un role de la

SELENOT lors de la corticogenese, €tape clé de la mise en place des neurones de projection.

Les travaux de cette thése ont alors porté sur I’implication de la SELENOT lors de la

corticogenese en :

e Etablissant son profil d’expression au niveau du néocortex
e Ftudiant sa localisation au sein des différentes couches corticales lors de
I’embryogenése

e Analysant son implication lors de la migration des neuroblastes
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Abstract

During corticogenesis, projection neurons migrate along the radial glial axis to form
cortical layers, the alteration of which is associated with functional deficits in adulthood.
As byproducts of cell metabolism, reactive oxygen species act as second messengers
to contribute to neurodevelopment; however, free radical excess may impede this
process. SELENOT is a thioredoxin-like enzyme of the endoplasmic reticulum
abundantly expressed during embryogenesis whose gene disruption in the brain leads
to neuroblast cell demise due to increased free radical levels. To determine the
potential contribution of SELENOT to the establishment of cortical networks, we
analyzed first its expression profile in the neocortex at different stages of development.
These studies revealed the widespread expression of SELENOT in all cortical layers,
and its continous increase throughout mouse lifespan. In addition, we disrupted the
SELENOT gene in the cortex using in utero electroporation and Nes-Cre/lox knockout.
SELENOT deficiency altered neuroblast migration polarity, at the level of radial
scaffolding, and projection neuron positionning. These results indicate that SELENOT
plays a crucial role during neurodevelopment by sustaining projection neuron

migration.

Abbreviations:

CP, cortical plate; En, embryonic day n; GE, ganglionic eminence; IUE, in utero
electroporation; IZ, intermediate zone; PND, postnatal day; ROS, reactive oxygen
species; SELENOT, selenoprotein T; SP, subplate; SVZ, subventricular zone; VZ,

ventricular zone
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Introduction

In mammals, the development of the cerebral neocortex is a particular histological
process that leads to a laminar six-layered cytoarchitecture. This organization is of a
main importance for intracortical and subcortical connectivity in order to ensure the
cognitive functions involving this cerebral structure. During corticogenesis between
embryonic day (E) 11 and E19 in mice, immature neurons (neuroblasts) are born in
the ventricular and subventricular zones (VZ and SVZ) by asymmetric division of radial
glial cells (Angevine and Sidman, 1961; Rakic, 1982; Takahashi et al., 1995; Noctor et
al, 2001; Noctor et al., 2004). After proliferation, neuroblasts migrate along the radial
fibres of radial glial cells from the VZ to the cortical plate (CP) in an “inside-out” manner.
Thus, newly generated neuroblasts terminate their migration above oldest neuroblasts
to form a new cortical layer (Rakic, 1972; O’'Rourke et al., 1992; Nadarajah et al.,
2001). The major cell types found in the cerebral cortex are glutamatergic excitatory
neurons and GABAergic inhibitory interneurons, that account for approximately 80%
and 20% of total neurons, respectively, and this ratio is maintained from development
to adulthood (Hendry et al., 1987; Sahara et al., 2012). In contrast to glutamatergic
projection neurons which arise from radial glial cells, GABAergic neurons arise from
the ganglionic eminence of the telencephalon and migrate tangentially to reach the
cortex (Tan et al.,, 1998; Anderson et al., 1999; Marin et al., 2001). Glutamatergic
neuron population is responsible for information treatment and storage through their
specific connectivities, depending on the cortical layer where they reside (Kwan et al.,
2012), and their activity is regulated by GABAergic neurons. Neuroblast migration
abnormalities lead to neurodevelopmental deficits such as autism spectrum disorder
(ASD) or schizophrenia (Wegiel et al., 2010; Stachowiak et al., 2017).

Extrinsic and intrinsic factors are involved in proper cell proliferation, migration and
differentiation to allow the development of the neocortex. Among these, reactive
oxygen species (ROS) which are byproducts of cell metabolism can also act as second
messengers to stimulate, for instance, self-renewal of neural stem cell, in specific time-
windows and localizations (Le Belle et al., 2011; Chui et al., 2020). However,
uncontrolled ROS excess leads to oxidative stress, an aggravating factor of
pathologies, which can provoke the loss of the axon initial segment, a decrease in
adhesion molecule expression or cell death (Arai et al., 1998; Gogna et al., 2012; Clark
et al., 2017).
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In order to protect the brain against ROS and to maintain redox homeostasis,
numerous antioxidant systems, including key enzymatic activities carried by
selenoproteins, are recruited by nerve cells. Selenoproteins are a particular class of
enzymes that contain selenium in the organic form of the amino acid selenocysteine
(Sec). Selenoproteins are classified in different families, such as glutathione
peroxidases (GPX), thioredoxin reductases (TXNRD), and iodothyronine deiodinases
(DIO), according to their antioxidant activities mediated by the Sec residue present in
their catalytic site. Sec-containing enzymes are crucial for development since their
global disruption is lethal in mice (Bosl et al., 1997). Moreover, previous findings
showed that selenoproteins are mainly expressed during embryogenesis and that
cortical and hippocampal neurons are the favourite site of their expression (Jakupoglu
et al., 2005; Zhang et al., 2008). It is now admitted that absence or reduction of
selenoprotein expression could contribute to severe neurodevelopmental disorders
and neurodegenerative diseases such as ASD, seizure or Parkinson disease (Wirth et
al., 2010; Raymond et al., 2014; Cardoso et al., 2015).

The precise functions of certain of these enzymes are not fully elucidated. This is the
case of selenoprotein T (SELENOT), a selenoprotein highly conserved during
evolution (Moustafa and Antar, 2012), which exerts oxidoreductase activity and whose
gene disruption is lethal early during embryonic development in mice (Boukhzar et al.,
2016). SELENOT is required for calcium mobilization (Grumolato et al., 2008; Mazza
et al., 2019) and plays a role in protein N-glycosylation in neuroendocrine cells (Hamieh
et al., 2017). In the brain, SELENOT has neuroprotective effects during development
and after injury (Boukhzar et al., 2016; Castex et al., 2016; Alsharif et al., 2021). In the
rat neocortex, SELENOT is localised in immature and differentiating neurons (Tanguy
et al., 2011) and its conditional gene knockout in the brain causes neuroblast cell
death, as well as a decrease in the volume of the neocortex structure. These
observations strongly suggest that this selenoenzyme plays an important role during

neurodevelopment, in particular for corticogenesis.

To elucidate the role of SELENOT in this developmental process, we sought first to
establish its expression pattern in the neocortex to link this expression with cortical
development. Then, we genetically disrupted SELENOT expression in radial glial cells
and neuroblasts harboring a floxed gene through in utero electroporation (IUE) of a
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Cre recombinase construct to evaluate the implication of this important selenoprotein
during corticogenesis. The data obtained showed that SELENOT is widely expressed
during the different stages of corticogenesis and that its deficiency alters neuroblast

migration and projection neuron positioning.

RESULTS

SELENOT is expressed in neocortex throughout the mouse lifespan

In order to understand the contribution of SELENOT to neurodevelopment, we first
analyzed its mMRNA expression profile in the neocortex from embryonic (E) day 12 to
1-year-old, using laser capture microdissection which allowed isolating different
cortical layers. SELENOT mRNA was present at low levels in all cortical layers during
embryogenesis, with a higher expression level in the ventricular zone (VZ) at E12
where neuroblast are generated (Molyneaux et al., 2007). At postnatal stages,
SELENOT levels seem to increase compared to embryonic stages although no
statistical difference was observed between these stages. We also analyzed
SELENOT mRNA levels in older animals, which were significantly higher in all cortical
layers at 6 months of age. Indeed, SELENOT mRNA levels exhibited more than 17-
fold increase in cortical layers C2-C5 (*P<0.05, n=6-12) and more than 27-fold increase
in cortical layer C6 (**P<0.01, n=6-12) compared to early embryonic (E12 and E18) or
postnatal stages (PNDO) (Fig. 1A). Using the same samples obtained by laser
microdissection, we could reproduce the profile of neuronal nuclei (NeuN or RBFOX3)
mRNA abundance, which also displayed an increase during brain maturation (5-6-fold
increase for PND90, 6-month-old and 1-year-old compared to younger mice (*P<0.05,
*P<0.05 and **P<0.01 respectively, n=3-12) (Fig. 1B) as previously described (Sekine
et al., 2011; Lin et al., 2016).

SELENOT protein levels were also analyzed to confirm the expression in the neocortex
at the different stages. Due to the small size of tissue obtained after laser capture
microdissection, we could not analyse the expression of SELENOT in each layer.
Therefore, only the entire mouse neocortex could be analysed at different stages.
Western blot analysis revealed that SELENOT protein is expressed during
embryogenesis at E12 and E18, and increased significantly in adult and aged mice
(>3-5 fold increase between PND60, PND90, 6 months and 1 year compared to early
embryonic and PND stages (*P<0.05; **P<0.01 and ***P<0.001; n=3) (Fig. 1C). It
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should be noted that when SELENOT mRNA and protein expression data were
segregated by sex, males and females exhibited similar profiles in all cortical layers

and stages analysed (data not shown).

SELENOT is expressed in proliferating and immature layers within glutamatergic
and GABAergic-positive neurons

To better define SELENOT expression profile at the histological level in the neocortex,
we used an ultrasensitive in situ hybridization analysis. Fig. 2 shows representative
SELENOT mRNA staining in all neocortical layers at embryonic stages E14.5 and
E17.5, including proliferative (VZ and SVZ), migrating (IZ and SP) and differentiating
zones (CP) (Fig. 2A-A’, B-B’). SELENOT mRNA was also expressed in all cortical
layers at birth (Fig. 2C-C’), PND 10 (Fig. 2D-D’), PND 20 (Fig. 2, E-E’), PND 60 (Fig.
2F-F’), 6 months (Fig. 2G-G’) and 1 year (Fig. 2H-H’), confirming the PCR results.
However, the intensity of SELENOT mRNA signal was similar in brain slices of adult
and aged mice compared to embryonic and early postnatal stages (Fig. 2F-F’, G-G’,
H-H’ compared to Fig. 2A-A’ to E-E’). In order to determine the neuronal cell types
expressing SELENOT gene in the different embryonic cortical layers and to be able to
link these data to the following functional studies, we analysed its co-expression with
y-aminobutyric acid (GABA)-ergic and glutamatergic neurons in embryos (E17.5) by in

situ hybridization or immunohistochemistry.

Co-localization studies showed that SELENOT is present in GABA-positive neurons,
labelled with vesicular GABA transporter (VGAT) probes, in the ganglionic eminence
where GABAergic neurons are generated, and in the different embryonic cortical layers
where GABAergic neuroblasts migrate during corticogenesis (Polleux et al., 2002) (Fig.
3a,b,d). Within cortical layers, SELENOT mRNA signal was present in the VZ where
radial glial cells are present and generate neuroblasts (Molyneaux et al., 2007), but
also in differentiating neurons labeled with an antibody against doublecortin (DCX), in
the CP (Fig. 3a,c,d) (Molyneaux et al., 2007). In addition, SELENOT was present in
glutamatergic-positive neurons, stained by type-2 vesicular glutamate transporter
(VGLUT2) probes, in all cortical layers (i.e. proliferative, migration and differentiation

layers) (Fig. 3e,f,Q).
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Impairment of SELENOT expression in neuronal progenitors through in utero
electroporation (IUE) leads to neuroblast positioning defects

As SELENOT is expressed during embryogenesis in the neocortex including
proliferative and immature layers, we sought to determine its contribution to
corticogenesis and more particularly in neuroblast migration. To this intent, we
performed IUE in SELENOT"" mice to deliver a plasmid containing a Cre recombinase
into the lateral ventricle of embryos at E14.5, when neuroblasts are actively generated
(Smart and McSherry, 1982; Takahashi et al., 1995). We electroporated the Cre-
encoding plasmid in the border of the lateral ventricle in order to disrupt SELENOT
gene in neuronal progenitors (Fig. 4A). Both control and pCAG-CRE plasmids carried
a gene encoding an enhanced green fluorescent protein (eGFP) to visualize
transfected cells (Fig. 4B). Fig. 4C shows the efficiency of the electroporation with
green fluorescent cells visible in cortical layers, for the control (Fig. 4Ca,c) and pCAG-
CRE (Fig. 4Cd,f) plasmids. The efficiency of SELENOT gene disruption was assayed
first by PCR on mice tissue after IUE, and this analysis showed the presence of the
SELENOT allele only in the neocortex transfected with the pCAG-CRE plasmid, thus
showing the disruption of SELENOT gene (Fig. S1). We also performed
immunostaining against SELENOT (Fig. 4Cb,c,e,f) which was detected only in a
certain proportion of fluorescent cells (Fig. 4D). Indeed, IUE with the pCAG-CRE
plasmid led to a 45% decrease (**P<0.01; n= 522 cells for control and n=935 cells for
pCAG-CRE condition) in the number of SELENOT-positive fluorescent cells in the

neocortex, thus confirming the SELENOT knockout in neuroblasts.

Seventy-two hours after IUE (E17.5), most fluorescent cells transfected with pCAG-
CRE were observed in the 1Z layer, while most fluorescent cells transfected with the
control plasmid were located in the CP (Fig. 5A). Quantification of eGFP-positive cells
showed a 148% increase (**P<0.01; n=6-7) in the proportion of cells located in the IZ
following SELENOT disruption and, conversely, a 37% decrease (**P<0.01, n=6-7) in
the percentage of fluorescent cells in the CP (Fig. 5B). Of note, certain neuroblasts
expressing pCAG-CRE could reach the CP, probably due to residual expression of
SELENOT in these cells.
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Migrating neuroblast polarity is altered in absence of SELENOT

To better understand the neuroblast positioning defect observed after SELENOT
disruption, i.e. accumulation of deficient cells in the IZ, we analysed the orientation of
their leading process which drives their migration through the radial glia axis up to the
neocortex (Nadarajah and Parnavelas, 2002) (Fig. 6A). Measuring the angle (degrees)
between the neuroblast leading process and the main axis of radial glial cells (Fig. 6B)
and representing the cumulative distribution of these angles in each cortical layer, we
found that most SELENOT-deficient neuroblasts display a higher angle of migration in
the VZ/SVZ (*P<0.05; n=12-18 cells per condition) and |Z (***P<0.001, n=273-267 cells
per condition) compared to cells transfected with the control plasmid (Fig. 6C,D).
Neuroblasts that successfully reach the CP have no migration angle alterations (Fig.
6E).

Absence of SELENOT leads to radial axis abnormalities

Since IUE was performed in the border of the lateral ventricle at E14.5, the plasmid is
transfected in radial glial progenitors which serve as a scaffold for neuroblast migration
(Rakic, 1972). We then hypothesized that alteration of neuroblast migration could be
due to disruption of radial glial scaffolding after SELENOT gene knockout. To
investigate this possibility, we first confirmed the localization of SELENOT in radial glia
cells in both their soma and processes, using an antibody directed against nestin (Fig.
7A). Then, we used nestin labelling of radial glia cells to analyse the size of their
processes in the cortical layers 24 h after IUE of Cre-expressing or control plasmids.
Although the full length of each process could not be determined in the tissue sections
analysed, we could quantify the apparent length of these processes within each layer
of SELENOT-deficient compared to control animals (Fig. 7B). This analysis revealed a
decrease of 46% in this parameter in VZ/SVZ (***P<0.001, n=8-9 processes), 20% in
1Z (*P<0.05, n=13 processes) and 33% in CP (**P<0.01, n=8-9 processes) (Fig. 7C).

SELENOT is required for the proper positioning of deep neurons in adult
neocortex

As SELENOT deficiency after IUE alters neuroblast polarity as well as radial glial
scaffolding, we sought to determine the positioning of SELENOT-deficient neurons in
the neocortex of Nes-Cre/SELENOT" adult mice, where SELENOT was disrupted in
neural cells. To do this, we immunostained the neocortex with an antibody directed
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against BAF Chromatin Remodeling Complex Subunit (BCL11B or CTIP2), a
transcription factor primarily expressed in neurons of the deep layers (V and VI), and
preferentially in layer V (Hevner, 2007; Chen et al.,, 2008). Indeed, CTIP2
immunolabelling was observed in layers V and VI of the adult neocortex in Nes-
Cre/SELENOT** mice, with a stronger labelling in layer V (Fig. 8Aa). In contrast,
CTIP2-positive cells were more abundant in layer VI and less in layer V in adult
SELENOT-deficient mice (Fig. 8Ab). Analysis of CTIP2 distribution in adult Nes-
Cre/SELENOT™ neocortex showed a decrease of 5% and 23% in the C4 and C5 layers
(*P<0.05; **P<0.01, n=3), respectively, and an increase of 17% in the C6 layer
(***P<0.001, n=3), compared to adult Nes-Cre/SELENOT** mice (Fig. 8B). These data
confirm the results obtained with IUE, thus demonstrating that SELENOT plays a
physiological role in cortical lamination.

Discussion

SELENOT is expressed in the cerebral cortex during mouse lifespan

Previous studies have shown a role of SELENOT in the ontogenesis of the brain in
mice (Castex et al., 2016), but its precise function in the different cerebral ontogenetic
processes such as corticogenesis remains unknown. Here, we report the importance
of this selenoenzyme for proper neuroblast migration during corticogenesis. To
understand its contribution for the development of the different cortical layers, we first
analysed SELENOT expression profile in mouse cerebral cortex, using biochemical
(i.e. qPCR following laser capture microdissection, western blot) and histological (i.e.
RNAscope in situ hybridization) methods. Our data indicate that SELENOT is
expressed in the mouse brain early during embryogenesis, confirming our previous
results obtained in the rat (Tanguy et al., 2011). However, this latter study showned
that the global expression of SELENOT in the rat brain declines after birth and in
adulthood. In the mouse cerebral cortex, our present data showed an inverse trend
with increased expression of SELENOT in postnatal days and in adulthood. Moreover,
quantitative PCR data showed that SELENOT mRNA expression is similar in cortical
layers at each stage. RNAscope in situ hybridization confirmed the presence of
SELENOT mRNA in all layers of the mouse neocortex from embryogenesis to 1 year-
old.

In addition, SELENOT expression significantly increased in the neocortex of aged mice
(6 months and 1-year old). Our previous data showned that SELENOT can protect
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neuroblasts and neurons against oxidative stress (Boukhzar et al., 2016; Castex et al.,
2016; Abid et al., 2019), suggesting that the rise in SELENOT expression observed in
cortical layers of aged mice is associated to a defense mechanism against ROS. In
fact, the aging brain is exposed to various insults, including ROS which can trigger cell
senescence (Perez-Campo et al., 1998; Passos et al., 2010). Of note, this increase
could not be visualized by RNAscope in situ hybridization. This apparent discrepancy
could be due to the tissue architecture, the density of cells or the intracellular levels of
SELENOT expression in each layer at different stages. Overall, these gene expression
results strongly suggest that SELENOT could play a role in the neocortex during its

ontogenesis but also later during brain aging.

SELENOT is present in proliferative and differentiating neuroblasts

RNAscope in situ hybridization analysis showed that SELENOT is present in the
ventricular and cortical plate layers. This finding suggests that the selenoprotein could
be an important actor in the ventricular zones where cell proliferation occurs during
embryogenesis. It has been shown that SELENOT expression is crucial to maintain
nerve cell division, by promoting cell cycle G1-S transition (Shao et al., 2019).
Moreover, the presence of SELENOT in DCX-labeled immature neurones that reside
in the cortical plate at E17.5, may also reflect the importance of this protein for
neuroblast differentiation. In accordance, previous studies have shown that SELENOT
is overexpressed in differentiating cells and participates to calcium mobilization, a
process necessary for cell differentiation and specification (Grumolato et al., 2008;
Tonelli et al., 2012).

We found that SELENOT mRNA is present in both glutamatergic and GABAergic
neuroblasts. Glutamatergic cells expressed SELENOT in all cortical layers, comprising
proliferative (VZ, SVZ), migrating (IZ) and differentiating (CP) layers, at E17.5. In fact,
glutamate is essential for different developmental processes, depending on the cell
localisation. Thus, glutamate stimulates neuroblast proliferation in the VZ, but not in
the SVZ (LoTurco et al.,, 1995; Haydar et al., 2000; Luk and Sadikot, 2004), and
neuroblast migration toward the CP, via a chemoattractant effect mediated by NMDA
receptors and increased intracellular calcium (Behar et al., 1999; Simonian and
Herbison, 2001). However, another study showed that the stimulation of NMDA

receptors in the cortex acts as a stop signal for migration (Kihara et al., 2002). These
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results indicate that glutamate exerts opposite effects during corticogenesis,
depending on the time-window and neuroblast localisation. SELENOT ought to play a
role in glutamatergic cells during corticogenesis probably to allow appropriate
production of this essential neurotransmitter. SELENOT was also detected in
GABAergic neurons, which are generated in ganglionic eminences in the ventral
telencephalon and which reach the cortex by tangential migration (Polleux et al., 2002).
SELENOT is detected in the site of origin of these cells and in generated and migrating
GABAergic neuroblasts, at E17.5. These data support a role of SELENOT also in the
generation and implementation of GABAergic neurons. Expression of SELENOT in
neuronal cells in the developing cortical layers could be involved in the protection of
different cortical cells against oxidative stress which is inevitably produced during the
different processes, i.e. cell proliferation, migration and differentiation, of cortical

lamination.

SELENOT is required for neuroblast migration

To elucidate the possible contribution of SELENOT during corticogenesis, we
performed in utero electroporation of a Cre-expressing plasmid in mice to inactivate
SELENOT gene in floxed neuroblast progenitors. We found that significantly less
neuroblasts reach the CP after SELENOT inactivation compared to control, and
numerous SELENOT-deficient cells remained in the IZ. Nevertheless, not all
transfected cells were impacted since a certain number could be observed at the
superficial layer. This could be ascribed to the level or timing of Cre recombinase
expression in transfected cells, as attested by different eGFP staining levels among

the cells.

During corticogenesis, radial glial cells give rise to neuroblasts and extend long
processes known as the radial axis, which serve as a scaffolding for neuroblast
migration until the CP (Rakic, 1972). Neuroblasts are guided by the radial axis, notably
thanks to adhesive molecules (Anton et al., 1999; Sanada et al., 2004). Since
SELENOT-deficient neuroblasts exhibited an altered positioning during corticogenesis,
we investigated the angle of neuroblast migration with respect to the radial axis. We
found that these neuroblasts located in the VZ/SVZ and IZ have a higher angle of
migration compared to control. This means that neuroblasts do not migrate properly
towards the CP, and can explain the increase in the number of cells accumulating in
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the 1Z. This abnormality could result from a loss of adhesion between neuroblasts and
the radial axis or even from glial scaffolding alterations. In fact, SELENOT is expressed
in radial glial cells and its disruption could affect scaffolding. Therefore, we analyzed
glial process morphology using nestin as a marker, and found a decrease in their
apparent length with a disorganised scaffold. It can thus be concluded that neuroblast
migration is impaired due to a loss of neuroblast polarity, probably as a result of radial
glial scaffolding impairment. Interestingly, a role of SELENOT in cell adhesion has
been previously described in fibroblasts (Sengupta et al., 2009), and may also occur
in neuroblasts and account for their altered positioning and migration after disruption
of the selenoprotein gene. Besides, it was previously reported that SELENOT is
required for glycosylphosphatidylinositol (GPI)-anchored protein synthesis (Liu et al.,
2018). GPI anchoring of proteins is a post-translational modification that occurs in the
endoplasmic reticulum (Ferguson et al., 1985) and concerns about 150 cell surface
proteins in mammals, including neural adhesive molecules (Karagogeos, 2003). The
role of SELENOT in this process could be related to its effect on protein glycosylation
(Hamieh et al., 2017) since N-glycan moieties of GPIl-anchored proteins play an
important role in the proper inositol deacetylation necessary for their transport and their
calnexin/calreticulin quality control cycle. It is thus tempting to speculate that the lack
of SELENOT leads to N-glycosylation defaults in GPIl-anchored proteins including
adhesive proteins present in radial glial fibres and in neuroblasts, which in turn could
lead to impairment of glial-cell adhesion and loss of polarity for neuroblasts.

These results obtained after disruption of SELENOT through IUE highlight its crucial
role for the proper establishment of projection neuron positioning, through neuroblast
polarity maintenance and radial glial scaffolding. Interestingly, analysis of the
distribution of profound layer marker CTIP2 shows a mispositioning of deep cortical
neurons in Nes-Cre/SELENOT™ adult mice. These data indicate that the absence of
SELENOT impairs the migration of neuroblasts in the neocortex and alters their
positioning in the different cortical layers. This finding adds to the list of genes whose
expression is essential for the laminar organisation of the neocortex, such as the
extracellular matrix protein reelin or the glutamate transporter whose disruption in mice
provokes neuroblast stagnation in the ventricular layer, accompanied by a
disorganisation of radial glial fibres (Caviness, 1982; Matsugami et al., 2006; Boyle et
al., 2011). It is known that reelin binds the apolipoprotein E receptor 2 (ApoER2) in
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neurons, which also serves as a receptor for SELENOP (a selenium transporter to the
brain), thus indicating the possible implication of selenoproteins in important
mechanisms involved in cortical lamination since deficiency of ApoER2 in mice leads
to abnormal corticogenesis (Hiesberger et al., 1999; Scharpf et al., 2007; Hirota et al.,
2018). Besides, absence of adhesion molecules, such as N-glycosylated integrins
whose synthesis could be impacted by SELENOT deficiency (Pothion et al., 2020),
also leads to cerebral laminar alteration in mice (Anton et al., 1999; Janik et al., 2010).
The abnormalities observed in adult SELENOT KO mice on the one hand and after
IUE in embryos on the other hand, i.e abnormal neuroblast polarity, and alterations of
radial glial scaffolding and deep neuron positioning, strongly suggest the importance
of SELENOT for the proper laminar organisation of the neocortex by modulating these
processes. Since the localisation of neurons in cortical layers is correlated to their
identity and connectivities with cortical and subcortical structures (Kwan et al., 2012),
it is conceivable that the hyperactive phenotype observed in adult Nes-
Cre/SELENOT™" mice (Castex et al., 2016) could be ascribed to neuron mispositioning
induced by alteration of neuroblast migration, but also by exacerbated apoptosis of
neuroblasts in the absence of SELENOT, as previously described (Castex et al., 2016).

To conclude, our present data show for the first time that SELENOT is an essential
actor in the neocortex required during embryogenesis for cortical lamination, but
probably also during the whole mouse lifespan to protect this cerebral structure. We
demonstrated the importance of SELENOT during corticogenesis for proper neuroblast
migration and positioning. SELENOT could exert its effects by regulating, via redox
mechanisms, different cellular processes necessary for proliferation, migration and
differentiation of neuroblasts, including folding of adhesive molecules and scaffolding

of radial glial cells.

MATERIALS AND METHODS

Animals

All animal experiments were approved by the Normandy Ethics Committee on Animal
Experimentation (Authorization No. 25444, No. 6637 and No. 16178) and were
performed in accordance to the European Committee Council Directives. C57BI/6J

mice were obtained from Janvier Labs (Saint Berthevin, France). SELENOT-floxed
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(SELENOT™) mice were obtained by intern colony breeding of genitors with a
SELENOT" allele produced in collaboration with the Mouse Clinical Institute
(Strasbourg, France). Transgenic SELENOT" mice were generated by homologous
recombination of C57BI/6J genome sequence encoding the active site of the protein,
between exons 2 and 3. Nes-Cre/SELENOT"" KO mice were obtained by breeding of
SELENOT#" mice with Tg (Nestin-Cre)1 Kin +/- knock-in mice, acquired from the
Jackson Laboratory (Bar Harbord, ME) and lack of SELENOT in brain of KO mice was
previously confirmed (Boukhzar et al., 2016; Castex et al., 2016). Mice were housed
under controled conditions with a 12-h light/12-h dark cycle (light on at 07:00 am).
Animals had access to food and water ad libitum and were maintained at 22 + 2°C
ambient temperature. Embryos were electroporated and/or surgically removed from
SELENOT™ pregnant females, and embryonic stages were determined by the day of
appearance of the vaginal plug, as E0.5. Genotypes were obtained by PCR of genomic

DNA from tail clips with the following primers: forward, 5'-

GGCTTTATGTAAGCAGTTCTAAACTGTTTCTGC-3"; and reverse, 5'-
CGCCCCATTTTATAAACTTTGTATGTTTATGCCC-3', for WT (211 bp) and
SELENOT (261 bp) alleles; forward, 5'-
GGCTTTATGTAAGCAGTTCTAAACTGTTTCTGC-3"; and reverse, 5'-

GCCTAGGTTTTACCTGAGAA ACCAAAGG-3', for SELENOT alleles (409 bp).

Laser capture microdissection

Mice were anesthetized by 2% isoflurane inhalation and sacrificed by decapitation.
Brains were immediately immersed in — 25°C isopentane and stored at — 80°C. For
embryos, pregnant females were anesthetized by 2% isoflurane before sacrifice, and
embryos head were cryopreserved in tissue freezing medium (Tissue-Tek, Leica) and
stored at — 80°C. All steps were done in RNAse-free conditions. Twenty-um brain
coronal sections cut in a cryostat were collected on PEN blades (ZEISS, Goéttingen,
Germany) and colored with 1% acetate cresyl violet (Sigma-Aldrich, C5042) to
discriminate cortical layers, based on the “Atlas of the Developing Mouse brain”
(Paxinos) for samples from E12 to post-natal day (PND) 3, and on “Allen Brain Atlas”
for samples from PND 7 to 1-year-old. One mm? of each cortical layer was dissected
out by the Leica laser capture microdissection apparatus (Leica Microsystems) and
collected in a RLT lysis buffer containing 1% B-mercaptoethanol, 4 ng/uL RNA carrier
as described by the supplier of the RNeasy® Micro kit (Qiagen, Hilden, Germany).
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Reverse transcription and quantitative real-time PCR

Extraction of RNA was performed using the RNeasy® Micro kit (Qiagen, Hilden,
Germany) and the concentration and integrity of RNA were evaluated by picochips
(Agilent Technologies, Waldbronn, Germany). Nine ng of total RNA were reverse-
transcribed using the QuantiTect® kit (Qiagen, Hilden, Germany). Relative gene
expression of SELENOT and NeuN was quantified by real-time PCR (gPCR) with
specific primers and the Fast SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystems,
Courtaboeuf, France). qPCR was carried out on QuantStudio™ Flex’ system (Applied
Biosystems), and gene expression was normalized to housekeeping genes
(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, GAPDH, and phosphoglycerate Kinase
1, Pgk1) (Boda et al., 2009), by the 224t method. Primers used were: mouse
SELENOT forward, 5-GGTATCCAGACATCCGCATTG-3’, and reverse, 5'-
GGAAAGATGCTATGTGTCTATAAATTGG-3; mouse  NeuN  forward, 5'-
CTGCCTGTGAGAACCTAGTGCTTT-3,, and reverse, 5-
GGTCCTTCTGATGTCACACTGTTG-3’; mouse GAPDH forward, 5'-
CATGGCCTTCCGTGTTCCTA-3', and reverse, 5-CCTGCTTCACCACCTTCTTGA-
3’; mouse Pgk1 forward, 5-GTTGCTCCTGAACTCAAATCTCT, and reverse, 5'-
GCCCACACAATCCTTCAAG-3'.

Western blot analysis

Proteins were extracted using a lysis buffer containing 50 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA,
1 % Triton and protease inhibitors (Mini tablets Pierce™, ThermoFisher Scientific,
Rockford, USA). After centrifugation at 20.000 x g for 15 min, protein content was
assayed by the Bio-Rad Protein Assay (Munchen, Germany). Twenty ug of proteins
were separated on 10% SDS-polyacrylamide gels and transferred onto polyvinylidene
difluoride (PVDF) membranes in a Trans-Blot apparatus (Trans-Blot Turbo™, Bio-Rad,
USA). Membranes were then saturated with a buffer containing 5% milk, 0.05% Tween
20 in Tris-buffered saline (TBS) and incubated with the primary antibodies anti-
SELENOT (1:1250, Grumolato et al., 2008) and anti-B-Actin (1:5000, ThermoFischer
Scientific, MA5-15739) in 5% milk, 0.05% Tween 20 in TBS, overnight at 4°C. The
membranes were then incubated with the secondary antibodies goat anti-rabbit

peroxidase and goat anti-mouse peroxidase (1:5000, LI-COR, Lincoln, USA) 1 h at
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room temperature (RT). Visualization of proteins was performed by
chemiluminescence (ECL, Bio-Rad, USA) on ChemiDoc (Bio-Rad, XRS+ system).

RNAscope® in situ hybridization

Mice were anesthetized using a solution of ketamine (100 mg/kg) and xylazine (10
mg/kg), and perfused with sterile phosphate-buffered saline (PBS) followed by sterile
paraformaldehyde (PFA) 4%. Brains were dissected and post-fixed in PFA 4%
overnight at 4°C. A cryoprotection was performed through immersion in sterile sucrose
15% and 30%. Brains were frozen in isopentane in dry ice and stored at -80°C. Tissues
were sectioned into 10-12-um slices with a cryostat. Slices were washed 5 min in sterile
PBS and heated at 60°C in a dedicated oven (ACD HybEZ™ Il Hybridization System
(220v) with ACD EZ-Batch Slide System, Biotechne, Rennes, France) under Bake
mode during 30 min, and then post-fixed during 15 min with sterile PFA 4%. Slices
were dehydrated in graded solutions of ethanol at 50%, 70% and twice 100% during 5
min for each bath. Slices were covered with H202 during 5 min and washed with
distilled H20 two times. Slices were submerged 10 sec in distilled water at 99°C and 5
min in RNAscope 1X Target Retrieval Reagent (ACD Biotechne) at 99°C. Slides were
rinsed 15 sec in distilled water at RT, submerged 3 min in ethanol 100% and dried at
RT. Slices were covered with protease RNAscope (ACD Biotechne) during 30 min at
40°C and washed with distilled water two times. Hybridization was performed with 50
ul/slice of probe mix during 2 h at 40°C in an oven. Probes used were supplied by ACD
Biotechne and were as follows: SELENOT probe targeting the region 1428-3520
(NM_001040396.3), designed in C2; glutamate transporter targeting VGLUT2
(Slc17a6), designed in C3; GABA transporter targeting VGAT (SIc32a1), designed in
C3. After hybridization, slices were covered with RNAscope Multiplex FL v2 Amp 1
during 30 min at 40°C and washed with RNAscope wash buffer two times at RT, then
covered with RNAscope Multiplex FL v2 Amp 2 during 30 min at 40°C and washed
with RNAscope wash buffer two times at RT, and finally with RNAscope Multiplex FL
v2 Amp 3 during 15 min at 40°C and washed with RNAscope wash buffer two times at
RT (RNAscope Multiplex FL v2 Amp 1,2,3: RNAscope® Multiplex Fluorescent
Reagent Kit v2; ACD Biotechne). After amplification, the staining steps were carried
out sequentially. Slices were covered with RNAscope Multiplex FL v2 HRP-C1 (ACD
Biotechne) during 15 min at 40°C and washed at RT with RNAscope wash buffer two
times, then covered by 80 uyL of Opal 520 at 1/1500 (Opal 520 reagent pack,
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FP1487001KT, AKOYA Biosciences, Malborough, United States) during 30 min at
40°C and washed at RT with RNAscope wash buffer two times, followed by staining of
C2 to block with HRP blocker (ACD Biotecne) during 15 min at 40°C and washed at
RT with RNAscope wash buffer two times. Slices were covered by 80 pL of Opal 650
at 1/1000 (Opal 650 reagent pack, AKOYA Biosciences) during 30 min at 40°C and
washed at RT with RNAscope wash buffer two times, and staining of C3 to block with
HRP blocker (ACD Biotecne) during 15 min at 40°C and wash at RT with RNAscope
wash buffer two times. Doublecortin was then labelled by immunostaining, as
described in the immunohistofluorescence methods. Staining of the nuclei was done
with RNAscope® 4-6-diamino-2-phenylindole (DAPI, ACD Biotechne), and the slides
were mounted with fluoromount (Sigma-Aldrich). Images were acquired in the Leica
Thunder 3D DCV microscope (Leica microsystems) and were processed in ImageJ/Fiji

software.

In utero electroporation

In utero electroporation was performed in female mice carrying a floxed SELENOT
gene (SELENOT), at 14.5 gestational days which corresponds to the peak of
neurogenesis (Takahashi et al., 1995). Females were anaesthetised with isoflurane
inhalation during surgery. To prevent pain post-injury, buprenorphine at 0.1 mg/kg was
injected subcutaneously 10 min before surgery and uterine horn exposition. One ug of
control plasmid DNA (pCAG-IRES-eGFP, Megason and McMahon, 2002; Hand et al.,
2005) or pCAG-CRE-IRES-eGFP (named pCAG-CRE), where the Cre enzyme was
inserted after excision from pSK-Cre1 plasmid (provided by Clifford Tabbin, Harvard
Medical school, diluted in PBS containing 0.05% of Fast Green (Sigma-Aldrich, Saint-
Quantin Fallavier, France) was injected into the lateral ventricle of embryos using a
Hamilton needle (Dutsher, Issy-les-Moulineaux, France). Each embryo was placed
between tweezers-type electrodes (CUY 650P1-5, Sonidel, Dublin, Ireland) linked to
an electroporator (CUY21 EDIT, Sonidel, Dublin, Ireland) to apply 5 pulses at 50 V/50
ms, separated by 950 ms intervals. Uterine horns were placed back into the mice
abdomen and the cavities were sutured-closed.

Immunohistofluorescence
Embryo heads were collected 24 or 72 h after in utero electroporation and fixed in 4%
PFA, for 6 h at 4°C. Samples were then dehydrated by immersion in 15% sucrose/PBS
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overnight at 4°C, and in 30% sucrose/PBS overnight at 4°C before being embedded in
tissue-freezing medium (Tissue-Tek, Sigma) and stored at - 80°C.
Immunohistofluorescence was performed on 12-um coronal sections obtained by
cryostat microtome (Leica). For SELENOT, nestin and CTIP2 protein staining, slides
were post-fixed in 4% PFA for 30 min and blocked in PBS containing 1% bovine serum
albumin, 0.3% Triton X-100, 1% donkey serum /for 2 h at RT. The antibodies anti-
SELENOT (1:200, Grumolato et al., 2008), anti-nestin (1:250, Neuromics, Edina,
USA), anti-DCX (1:250, Santa Cruz Biotechnology, Germany) and anti-CTIP2 (1:100,
Invitrogen, lllkirch) were incubated overnight at 4°C. Visualization of immunostaining
was performed by Alexa Fluor 650 or 594-conjugated secondary antibodies diluted at
1:500 (Invitrogen). Nuclei were visualized with DAPI (Sigma-Aldrich) at 1 mg/ml in
PBS, and slides were mounted with PBS/glycerol 50/50 v/v for observation. Images
were acquired with Leica Thunder 3D DCV microscope (Leica microsystems) and were

processed using ImageJ/Fiji software.

Statistical analysis

Data comparisons were performed using the results of at least three independent
experiments and were represented as means * SEM. Statistical analysis was
performed on Graphpad Prism 5 software, using Kruskal-Wallis U test and Dunn’s
post-test, Mann-Whitney U test or Unpaired f test. Significance was set at *P<0.05,
**P<0.01 and ***P<0.001.
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SELENOT is expressed in the neocortex during embryogenesis and throughout
the mouse lifespan. (A) SELENOT mRNA levels were analysed in each cortical layer of
mice, using laser capture microdissection followed by RT-qPCR, from E12 to 1-year-old.
SELENOT mRNA expression was detected in the neocortex during embryogenesis and
maturation, with a higher levels in the VZ at E12, becoming significantly higher in aged
mice. Relative expression of SELENOT was normalized to GAPDH and represents mean
+ sem, n=6-12 for E12-1 year. An Increase of >17-fold, *P<0.05 for 6 months in
C2/3/C4/C5 versus E12 PP, E18 VZ/IZ/SP/CP, PNDO VZ and C2/3/4; >27-fold, **P<0.01
for 6 months in C6 versus E12 PP, E18 VZ/IZ/SP/CP, PNDO VZ and C2/3/4, using
Kruskal-Wallis U test and Dunn’s post-test. (B) NeuN relative expression was also
analysed in the same samples of microdissected layers, which confirmed previously
reported data. Relative expression of NeuN mRNA was normalized to GAPDH mRNA
and data were presented as mean + sem. n=3-12 for PND3-1 year. A >6-fold increase,
*P<0.05 for PND90 C2/3 versus PND3 VZ, PND7 C5, PND14 C2/3/C5/C6 and PND35
C2/3/C4/C5; >5-fold increase, $P<0.05 for 6 months C2/3 versus PND14 C5/C6; >5-fold
increase, **P<0.01 for 1-year C2/3/C4/C5 versus PND14 C5/C6 and PND60 C2/3/C4/C5;
using Kruskal-Wallis U test and Dunn’s post-test. (C) SELENOT protein levels were
determined by western blot in the entire mouse cortex, showing its increase in adult and
aged mice compared to embryonic and PND stages. SELENOT was normalized to B-
Actin and the data represent means + sem. n=3. >3-fold increase, *P<0.05 for E12
versus 6 months; >5-fold increase, **P<0.01 E12 versus 1 year and ***P<0.001 for
E18/PNDO/PND7 versus PND60/PND90/6 months/1 year; using Kruskal-Wallis U test
and Dunn’s post-test.
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SELENOT mRNA expression in cortical layers throughout
mouse development using in situ hybridization. Representative
images showing SELENOT mRNA from E14.5 to 1-year are
presented. SELENOT (grey) is expressed at similar levels in all
cortical layers and between embryonic, PND, adult and aged mice
(A-H). Staining with DAPI (blue) was used to evaluate cell density (A-
H’). VZ, ventricular zone; SVZ, subventricular zone; |Z, intermediate
zone; CP, cortical plate; GE, ganglionic eminence; LV, lateral
ventricle; WM, white matter. Scale bar 150 uym.
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Expression of SELENOT in glutamatergic and GABAergic cells during
embryogenesis. Representative images showing the localisation of SELENOT (grey) at
E17.5 in the proliferative (VZ/SVZ), the migrating (IZ) and in the CP layers of the mouse
neocortex, delimited by dashed lines after DAPI staining (blue) (a,d). SELENOT was
detected in GABAergic neurons (VGAT; magenta) in the GE where these neurons are
generated and in all cortical layers, where GABAergic neurons migrate (a,b,d). In the
cortical plate, SELENOT was found in DCX-positive immature neurons (red), which are
differentiating (a,c,d). At E17.5, SELENOT was detected in glutamatergic neurons
(VGLUTZ2, green) in all cortical layers (delimited by DAPI staining, blue) where they
proliferate (VZ/SVZ), migrate (1Z) and differentiate (CP) (e,f,g). VZ, ventricular zone; SVZ,
subventricular zone; 1Z, intermediate zone; CP, cortical plate; GE, ganglionic eminence; LV,
lateral ventricle. Scale bars 150 uym.
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Efficacy of SELENOT disruption by in utero electroporation (IUE). (A) IUE was
performed in E14.5 embryos where SELENOT gene was floxed (SELENOT™). Plasmids
were injected in the border of the lateral ventricle of embryo and transfected in neuroblast
progenitors by electric pulses. Embryos were collected 24 h (E15.5) or 72 h (E17.5) IUE. (B)
The control plasmid contained a pCAG plasmid backbone with an eGFP sequence to
visualise the transfected cells, while the plasmid that disrupts SELENOT gene (pCAG-CRE)
contained, in addition, a Cre recombinase sequence which deletes the floxed part of the
SELENOT gene in SELENOT#" embryos. (C) Representative images of transfected cells
(green) in E17.5 embryos showing the expression of SELENOT (grey) in all cortical layers
(a,b,c) and lower SELENOT labelling in pCAG-CRE-electroporated neocortex (d,e,f). Nuclei
were labelled with DAPI. Images in (D) show the colocalization of SELENOT with green-
positive cells transfected with the control (arrow) but also its absence in certain transfected
green-positive cells (arrow heads) in control condition. Acquisitions were obtained by Z-stack
imaging. (E) Quantification of the signal showed 1.8-fold decrease of SELENOT-positive
fluorescent cells when electroporation was performed with the pCAG-CRE plasmid compared
to control. Data are represented as mean + sem. n=522 cells for control and 935 cells for
pCAG-CRE conditions, **P<0.01 using Unpaired t test. VZ, ventricular zone; SVZ,
subventricular zone; 1Z, intermediate zone; CP, cortical plate ; LV, lateral ventricle. Scale bars
=10 uym.
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Disruption of SELENOT expression by IUE leads to neuroblast positioning defect.
(A) Representative images obtained 72 h after IUE (E17.5) with the control or pCAG-CRE
plasmid. In control condition, most eGFP-positive electroporated cells were visible in the
CP, while higher eGFP-positive cells electroporated with the pCAG-CRE plasmid
remained in the IZ. Cell nuclei were stained with DAPI (blue). (B) Quantification of eGFP-
positive neuroblasts in each cortical layer. Data are represented as mean + sem. n=6 for
control and n=7 for pCAG-CRE, **P<0.01 using Mann Whitney U test. VZ, ventricular
zone; SVZ, subventricular zone; |Z, intermediate zone; CP, cortical plate. Scale bars =
50um.
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SELENOT deficiency in neuroblasts leads to migration polarity abnormalities. (A)
Transfected neuroblasts (green) migrate along the radial glial axis from the VZ to the CP.
The inset shows leading processes of neuroblasts (white arrow), which drive their
migration. (B) The migration polarity of neuroblasts was determined by calculating the
angle (in degrees) between the radial glial axis and the leading process of neuroblasts.
The graphs represent the cumulative distribution of the angles measured for cells
transfected by the control (blue) or pCAG-CRE (red) plasmids. Seventy-two hours after
electroporation, pCAG-CRE cells have a significantly higher angle of migration in
VZ/SVZ (C) (n=12-18 cells per condition) and |Z (D), (n=267-273 cells per condition),
compared to control cells. (E) Cells that reach the CP display no difference between the
two groups (n=117-292 cells per condition). Only cells with a distinguishable leading
process were included in this analysis. *P<0.05 ; ***P<0.001 ; ns, not significant versus
the respective control using Mann-Whitney U test. VZ, ventricular zone; SV/Z,
subventricular zone; 1Z, intermediate zone; CP, cortical plate. Scale bars = 50um and
zoom =10 pm.
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SELENOT disruption in radial glial progenitors leads to alteration
of radial glial scaffolding. (A) Immunostaining for nestin (red) was
performed in control condition to confirm the expression of SELENOT
(grey) in radial glial soma and processes. Z-stack imaging shows the
colocalization of SELENOT with nestin (white arrow). (B) Radial glial
scaffolds in neocortical slices of E17.5 mice were compared between
cells transfected (green) with control (upper panel; a,b,c) or pPCAG-CRE
(lower panel; d,e,f) plasmids. Radial glial processes have a polarized
organization toward the pial surface in the normally developing
neocortex (b), but are more discontinuous and shorter in pCAG-CRE-
treated neocortex (e). The images ¢ and f show the merge of transfected
cell fluorescence, nestin labelling and DAPI staining. (C) Quantification
of radial glial processes length indicates a decrease of radial glial
processes throughout the different cortical layers after transfection with
pCAG-CRE plasmid, with 46% decrease in VZ/SVZ (n=8-9 processes),
20% decrease in |Z (n=13 processes) and 33% decrease in CP (n=8-9
processes). Quantification was realized on Z-stack projection and
represent means + sem. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 using Mann-
Whitney U test. VZ, ventricular zone; SVZ, subventricular zone; IZ,
intermediate zone; CP, cortical plate; LV, lateral ventricle. Scale bars =
10um.
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Neurons of deep cortical layers have positioning defects in adult brain
SELENOT-deficient mice. (A) Representative images of the neocortex of Cre
recombinase-expressing WT (Nes-Cre/SELENOT**) (a) or Nes-CRE/SELENOT##
(b) adult mice, labelled for CTIP2, a marker of deep cortical neurons, showing
more CTIP2-positive neurons in C6 layer of Nes-Cre/SELENOT"" mice compared
to Nes-Cre/SELENOT**, and in contrast, less CTIP2-positive neurons in C5 and
C4 layers. Cell nuclei are stained with DAPI (blue). (B) Quantification of CTIP2-
positive neurons in each cortical layer indicates a 17% increase in C6 and a 5%
and 23% decrease in C4 and C5, respectively, in Nes-Cre/SELENOT" compared
to Nes-Cre/SELENOT** neocortex. Data are presented as mean + sem (n=3),
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 using Unpaired t test. C2/3/4/5/6, cortical layer
2/3/4/5/6; WM, white matter. Scale bars = 50um.
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Discussion

Les ROS sont des sous-produits métaboliques considérées comme essentielles au
neurodéveloppement, en agissant comme seconds messagers (Le Belle et al., 2011). Pour
autant, leur exces est néfaste, pouvant conduire a la mort cellulaire. Afin de réguler les niveaux

de ROS, les cellules mettent en place des défenses antioxydantes.

Parmi elles, nous retrouvons les sélénoprotéines. Celles-ci incorporent 1’oligoélément
sélénium, découvert par le chimiste et physicien suédois Jons Jacob Berzelius, qu’il nomma
ainsi d’apres le nom grec de la lune « seléne ». Le Se est un micro-nutriment non renouvelable
et a longtemps été¢ considéré comme toxique. Ce n’est que 80 ans apres la découverte de sa
toxicité, que le Se a été reconnu comme essentiel a la physiologie animale, puisque sa déficience
induit des pathologies (Pillai et al., 2014). Le Se est incorporé a 1’acide aminé Sec et confére
une activité d’oxydo-réduction aux sélénoprotéines (Castellano et al., 2009). Les mécanismes
d’action des sélénoprotéines ont fait I’objet de bon nombre de recherches, mais le role de

certaines d’entre-elles reste encore peu compris a ce jour.

La SELENOT est I’'une de ces enzymes qui a été découverte il y a maintenant 22 ans,
grace a des recherches bioinformatiques (Kryukov et al., 1999). Notre laboratoire fiit le premier
a identifier son implication lors de la différenciation cellulaire, puisque son expression se voit
augmentée suite au traitement des cellules de phéochromocytomes par le PACAP, en modulant
la mobilisation calcique (Grumolato et al., 2008). Par la suite, notre laboratoire a également
démontré que celle-ci est localisée au niveau des cellules de la glie radiaire qui donne naissance
aux neuroblastes lors de I’embryogenése, ainsi qu’au sein des zones de migration et de
différenciation du néocortex (Tanguy et al., 2011b). Pour comprendre son role lors du
neurodéveloppement, notre équipe a développé un modele de souris invalidé pour la
SELENOT, mais cette invalidation s’est avérée étre 1étale (Boukhzar et al., 2016). La mise au
point d’un second mod¢le, invalidé spécifiquement dans le lignage neural a alors mis en
évidence I’importance de la SELENOT pour la survie neuronale et pour la mise en place des
connexions fonctionnelles, puisque ces souris sont hyperactives a 1’age adulte (Castex et al.,

2016).

Ces travaux témoignent ainsi d’un role crucial de la SELENOT lors du

neurodéveloppement et c’est sur ce sujet que les recherches de cette thése ont porté.
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1] Profil d’expression de la SELENOT chez la souris C57BI6/]

1.1) L’expression de la SELENOT augmente tout au long de la vie de la souris

Une étude antérieure réalisée au sein du laboratoire a montré que I’invalidation de la
SELENOT au niveau central induit une réduction du volume cérébral 7 jours aprés la naissance,
dont une diminution du volume du néocortex de 16 % (Castex et al., 2016). Afin de faire le lien
entre le neurodéveloppement et le réle de la SELENOT, nous avons voulu étudier son profil
d’expression au niveau du néocortex. Lors du développement, les couches corticales se forment
les unes apres les autres par la migration des neuroblastes, allant des couches profondes vers
les couches superficielles (dit inside-out) (Caviness, 1982). Une fois matures, les différentes
couches corticales assurent des fonctions distinctes selon les types cellulaires les constituant
(réception, traitement et envoi de 1’information au niveau des aires intra-corticales ou sous-
corticales) (Kwan et al., 2012). De ce fait, nous avons analysé¢ la présence de ’ARNm de la
SELENOT par microdissection laser, afin de pouvoir isoler les couches corticales et ce a
différents stades du développement. Notre analyse, chez la souris C57B16/J, indique la présence
de la SELENOT dé¢s les stades embryonnaires et ce au niveau des différentes couches jusque-
la développées, comme démontré lors de précédentes études réalisées au laboratoire (Tanguy
et al., 2011b). Cependant, contrairement aux résultats obtenus lors de cette étude, nous avons
observé que I’expression de la SELENOT ne décline pas dans le cortex apres la naissance et est
présente au sein de toutes les couches corticales lors de la maturation cérébrale. Nous avons
donc poussé notre analyse jusqu’a 1 an de vie de I’animal, révélant une présence plus importante
de la SELENOT entre la souris agée (de 6 mois) et les stades embryonnaires et postnataux

précoces.

La technique de microdissection laser demandant énormément de matériel biologique
pour étudier ’expression de la SELENOT au niveau protéique, et n’ayant pas de différences
significatives entre les couches corticales d’un méme stade, nous avons analysé son expression
par western blot au sein du cortex entier. Les résultats obtenus confirment ceux observés pour
I’ARNm de la SELENOT, témoignant d’une augmentation de son expression entre les souris
adultes et agées avec les stades embryonnaires et postnataux précoces. L’augmentation
d’expression de la SELENOT a des stades avancés indique un possible role de la SELENOT

lors du vieillissement. En effet, c’est en 1956 que fiit émise par Harman la premiére hypothése
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soulignant un lien entre le vieillissement et la production de ROS (Harman, 1956). Les ROS
régulent différents processus, comme la senescence cellulaire ou encore I’expression de certains
geénes via des remaniements épigénétiques. Lors du vieillissement, le stress oxydatif est
exacerb¢ au niveau mitochondrial, en raison de dysfonctionnements liés a 1’age, induisant
I’hypo- ou I’hyper-méthylation de certains génes, notamment responsables de la senescence des
cellules (Ashapkin et al., 2019; Passos et al., 2010; Sanchez-Roman et al., 2011). De plus, une
¢tude a mis en avant la corrélation négative entre les niveaux de ROS et le vieillissement,
montrant leur augmentation avec 1’age (Perez-Campo et al., 1998). Ces données sont ainsi en
faveur d’une augmentation d’expression de la SELENOT avec 1’age, afin de protéger les

cellules vieillissantes contre le stress oxydatif.

Les techniques décrites ci-dessus ont permis une identification qualitative et quantitative
de I’expression de notre protéine d’intérét, mais ne permettent pas de la localiser
histologiquement. Pour cela, nous avons exploré la localisation tissulaire de la SELENOT au
niveau néocortical par le biais du RNAscope, une technique d’hybridation in situ. Cette analyse
confirme une fois de plus la présence de la SELENOT au niveau de toutes les couches corticales
dans le modéle murin, et ce jusqu’a au moins 1 an de vie. Cependant, contrairement aux résultats
obtenus par les méthodes quantitatives précédentes, nous n’avons pas observé d’augmentation
d’intensité d’expression de I’ARNm de la SELENOT entre les souris dgées et celles aux stades
précoces du développement.

Cette opposition peut s’expliquer par des différences architecturales des tissus entre
I’embryogenése et 1’adulte, induisant un biais de comptage aprés imagerie, par manque de
discrimination cellulaire (les cellules sont bien éparses et distinctes dans le tissu adulte, alors
que la forte prolifération lors de I’embryogenése ne permet pas de discriminer les neuroblastes).
Nous avons également réalisé un comptage du nombre de spots d’ARNm de la SELENOT au
sein des aires corticales, mais la encore, aucune différence n’est observée entre les stades
précoces et tardifs du développement (données non présentées). Ainsi, la SELENOT semble
étre plus abondante visuellement lors des stades embryonnaires, ce qui pourrait étre dii a une
accumulation de neuroblastes. Mais la rationalisation de son expression avec des genes de

ménage (GAPDH, Pgkl et B-actine) témoigne bien d’une augmentation liée a I’age.
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1.2) Localisation de la SELENOT lors de I’embryogenése

Afin de mieux comprendre I’implication de la SELENOT lors de la corticogenése, nous
avons étudié plus précisément sa localisation, par hybridation in situ, au sein des différentes
couches corticales et en fonction des deux types neuronaux principaux peuplant le néocortex.
Les résultats obtenus lors de I’embryogenése (E17,5) démontrent la présence de la SELENOT
au niveau des zones prolifératives (VZ/SVZ), de migration (IZ) et également au niveau de la
CP. Au sein de la zone formant les futures couches corticales, la SELENOT est colocalisée avec
la doublecortine (DCX), présente au niveau des neurones immatures. A ce stade et au niveau
de la CP, les neuroblastes commencent leur différenciation en neurones matures, mécanisme
dépendant de la mobilisation calcique. La SELENOT a été précédemment décrite comme
nécessaire a la mobilisation calcique lors de la différenciation des cellules PC12 en réponse au
PACAP (Grumolato et al., 2008; Tonelli et al., 2012). Il est donc concevable de retrouver la
SELENOT au niveau des neuroblastes DCX positifs, afin de promouvoir leur différenciation

€1n neuroncs.

Au niveau du néocortex a E17,5, la SELENOT est ¢galement présente au niveau des
neurones exprimant le transporteur vésiculaire du glutamate (VGLUT2). Les cellules
glutamatergiques sont les principaux neurones peuplant le néocortex adulte et constituent les
neurones de projection (Sahara et al., 2012; Xu et al., 2016). Par hybridation in situ, nous avons
remarqué que la SELENOT est présente au sein des neurones glutamatergiques au niveau des
différentes couches corticales a E17,5. Ainsi, cette sélénoenzyme serait nécessaire lors des
différentes phases de la corticogenése, puisque le glutamate régit différents mécanismes en
fonction du positionnement du neuroblaste. En effet, le glutamate stimule la prolifération des
neuroblastes au niveau de la VZ, agit comme chimioattractant pour la migration des
neuroblastes jusqu’a la CP et servirait également de signal d’arrét lorsque les neuroblastes ont
atteint leur destination (Behar et al., 1999; Haydar et al., 2000; Kihara et al., 2002; Luk and
Sadikot, 2004). La SELENOT jouerait alors un role métabolique différent en fonction de
I’emplacement du neuroblaste. Par exemple, Behar et al., (1999) ont démontré que le glutamate
agit comme chimioattractant lors de la migration des neuroblastes, en se fixant aux récepteurs
N-méthyl-D-aspartate (NMDA), provoquant une augmentation de calcium intracellulaire. Des
¢tudes ont pu montrer I’implication de la SELENOT pour la mobilisation calcique, grace a son
domaine transmembranaire lui permettant d’étre ancrée a la membrane du RE (Grumolato et

al., 2008; Mazza et al., 2019), et par conséquent son possible rdle lors de la migration des
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cellules glutamatergiques positives. Ainsi, la SELENOT pourrait réguler a la fois la
mobilisation calcique au sein du RE et les niveaux de ROS par son action oxydoréductase, déja
démontrés comme servant de seconds messagers dans les voies de signalisation lors du

neurodéveloppement (Le Belle et al., 2011).

Les 20% de neurones restant peuplant majoritairement le néocortex sont les neurones
GABAergiques, générés au niveau des éminences ganglionnaires. Ces futurs neurones
inhibiteurs gagnent le néocortex par migration tangentielle, en empruntant trois routes de
migration (au niveau de la MZ, la SP et de I’lZ/SVZ) (Anderson et al., 2001; Ang et al., 2003;
Sahara et al., 2012). Tout comme les neurones glutamatergiques, la SELENOT est présente au
niveau des cellules GABAergiques localisées au sein des éminences ganglionnaires, mais
¢galement au niveau des neurones GABAergiques en migration, au sein des différentes couches
corticales. Il a ét¢ démontré que le controle de I’homéostasie redox au niveau des interneurones
GABAergiques est essentiel, puisque I’invalidation de la GPX4 inhibe leur prolifération, leur
différenciation et conduit a 1’apparition d’une activité épileptique (Wirth et al., 2010). Ces
données suggerent ainsi un role de la SELENOT pour la genése et la mise en place des neurones

GABAergiques.

L’expression de la SELENOT au sein des cellules neuronales lors de I’embryogenése
suggere alors son importance pour le développement des couches corticales et la mise en place

de ces neurones.

II] SELENOT et migration des neuroblastes

La SELENOT est exprimée au niveau des différentes couches corticales lors de
I’embryogenese, ainsi qu’au niveau des neurones glutamatergiques et GABAergiques. Afin de
comprendre son role lors de I’histogenese du néocortex, nous nous sommes focalisés sur les
altérations possibles dues a 1’absence de SELENOT, lors de la mise en place des neurones de

projection.

De manicre a étudier spécifiquement les neuroblastes lors de la corticogenéese, nous
avons ¢électroporé in utero un plasmide, contenant une Cre recombinase, au niveau du ventricule

latéral d’embryons a E14,5, dont le géne de la SELENOT est floxé. Ainsi, la Cre recombinase
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peut exciser une partie du géne au niveau de la zone floxée et invalider la SELENOT. Le
plasmide a donc été électroporé au niveau de la bordure du ventricule latéral, afin d’étre exprimé
dans les cellules de la glie radiaire et les neuroblastes générés par ces cellules a ce stade de

développement (Takahashi et al., 1995).

2.1) Perte de la polarité des neuroblastes en absence de SELENOT

Soixante-douze heures apres IUE, nous avons pu observer des altérations de
positionnement des neuroblastes, au sein des différentes couches corticales en absence de
SELENOT. Les résultats indiquent une diminution du nombre de neuroblastes ayant atteint la
CP, et a I’inverse davantage de neuroblastes positionnés au niveau de la zone de migration (IZ).
La migration des neuroblastes semble alors avoir été perturbée aprés invalidation de la
SELENOT, les empéchant de se diriger correctement jusqu’a leur destination. Cependant,
certaines cellules eGFP-positives sont observables au niveau de la CP, apres électroporation
avec le plasmide invalidant la SELENOT. Ces cellules ayant probablement migré jusqu’a leur
destination finale en raison d’un niveau d’expression faible ou tardif de la Cre recombinase
dans ces cellules. Pour atteindre la CP, les neuroblastes migrent le long de la glie radiaire, grace
a leurs prolongements (leading process) qu’ils émettent et rétractent afin d’avancer (Nishimura
et al., 2014; Schaar and McConnell, 2005). Ces prolongements constituent donc un guide pour
les neuroblastes, leur indiquant la direction a suivre. Nous nous sommes alors intéressé€s a
I’orientation de ce prolongement pour les neuroblastes invalidés et avons remarqué une
altération de leur polarité au niveau des zones prolifératives et de migration. En effet, ces
derniers présentent un angle de migration plus important comparé aux neuroblastes non
invalidés, indiquant qu’ils ne migrent pas de mani¢re laminaire en direction de la CP et

expliquant également 1’augmentation du nombre de neuroblastes présents au sein de I’1Z.

De plus, nous avons pu voir dans I’introduction, que I’absence de DCX perturbe
I’organisation laminaire des couches corticales, suite a une altération de la polarité migratoire
des neuroblastes (Verhage et al., 2000). Nos résultats obtenus par hybridation in situ indiquent
la présence de la SELENOT au sein des cellules DCX positives. Il est donc possible que
I’absence de SELENOT altére ’organisation du cytosquelette, par un exceés de ROS qui
impacterait la formation des microtubules (Westermann and Weber, 2003). En effet, plusieurs
¢tudes rapportent I’implication des ROS dans la régulation de la polymérisation du

cytosquelette d’actine. En tant que seconds messagers, les ROS peuvent réguler les voies de

146



Discussion

signalisation activées par les facteurs de croissance et les chimiokines (impliquées entre autres
dans la migration cellulaire). Ainsi, en cas d’exces de ROS, I’oxydation de protéines telles que
les phosphatases, diminue 1’activit¢é de protéines liant 1’actine, affaiblissant alors la
polymérisation des filaments d’actine. A I’inverse, de faibles taux de ROS se voient bénéfiques
pour la polymérisation de I’actine, élément du cytosquelette essentiel pour la migration
cellulaire (Balta et al., 2020). Il a ét¢ démontré que I’absence de SELENOT au sein des
neuroblastes induit une augmentation des taux de ROS (Castex et al., 2016). La perte de cette
sélénoenzyme pourrait alors altérer la dynamique de polymérisation des microtubules et de

I’actine, en raison d’une perte de I’homéostasie redox.

De plus, il a été démontré qu’un excés de ROS intracellulaire induit une entrée de
calcium, par des canaux calciques voltage-dépendants, aboutissant a la perte du complexe
protéique du segment initial de I’axone, entre autres nécessaire au maintien de la polarité
neuronale (Clark et al., 2017). Il est donc tentant de penser que 1’absence de SELENOT ne
permette plus de réguler les taux calciques entrants, conduisant a la perte de polarité du
neuroblaste. De plus, lors de leur migration, les neuroblastes établissent une pause de 24 h au
niveau de I’IZ et adoptent une morphologie multipolaire. Pendant cette pause, les neuroblastes
sont trés dynamiques en établissant et rétractant leurs prolongements, puis adoptent de nouveau
une morphologie bipolaire pour continuer leur migration jusqu’a la CP (Tabata and Nakajima,
2003). L’absence de SELENOT, induisant une perte de polarité, pourrait ainsi expliquer
I’augmentation du nombre de cellules stagnant au niveau de 1’IZ et le manque de neuroblastes

rejoignant la CP, en ne retrouvant pas une polarité bipolaire adéquate.

Des anomalies de migration cellulaire ont également ét¢ identifiées lors de 1’invalidation
de la SELENOK. Cette sélénoprotéine, tout comme la SELENOT, est localisée au niveau du
RE et permet la régulation calcique lors de I’activation des cellules immunitaires. La diminution
de SELENOK dans les cellules microgliales altere alors leur capacité de migration, dii a une
baisse de la mobilisation calcique (Meng et al., 2019). Ces données suggerent que 1’activité
redox de la SELENOT peut également moduler la migration des neuroblastes selon des
mécanismes dépendant de la régulation calcique, comme pour I’effet chimioattractant du

glutamate et la stabilisation de la polarité axonale.

La migration neuronale fait également intervenir des molécules sécrétées comme les

sémaphorines, protéines impliquées dans la prolifération ou encore la guidance axonale. Les
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sémaphorines de classe 3 et 7 sont retrouvées chez les vertébrés et contiennent des sites de N-
glycosylation. L’invalidation du récepteur Nrpl également N-glycosylé et dont la sémaphorine
3A est un agoniste (Huang et al., 2019), induit des perturbations de la migration radiaire,
puisque les neuroblastes n’atteignent pas les couches superficielles de la plaque corticale et sont
donc mal positionnés au niveau du néocortex. De plus, ces neuroblastes invalidés pour ce
récepteur présentent des anomalies de 1’angle de migration de leur prolongement (Chen et al.,
2007), comme retrouvé dans notre modele d’étude. La présence de protéines N-glycosylées est
donc essentielle a divers processus cellulaires, dont ceux régissant la migration des neuroblastes
et pourrait alors étre impactée en absence de SELENOT, puisque celle-ci intervient dans la N-

glycosylation des protéines (Hamieh et al., 2017).

Comme pour les neuroblastes, les sémaphorines 3A et 3F sont toutes aussi importantes
pour la migration tangentielle des interneurones GABAergiques, en agissant comme
chimiorépulsifs au niveau du striatum, afin de les diriger vers le néocortex (Marin et al., 2001).
En effet, des perturbations de signalisation GABAergique sont décrites dans diverses maladies
neurodéveloppementales, comme les troubles du spectre autistique et 1’épilepsie. L’absence de
la sémaphorine 3F induit une diminution du nombre de neurones GABAergiques au niveau
cortical, ainsi que des anomalies de positionnement de ces interneurones au sein des différentes
couches corticales. Ces altérations sont accompagnées d’une augmentation du stress oxydatif
dans les interneurones et in fine des anomalies de la transmission GABAergique (Ito et al.,

2008; Li et al., 2019).

La mise en place des neurones corticaux est donc dépendante de la SELENOT dont
I’absence impacte leur migration, trés probablement via des processus impliquant la régulation
calcique, I’orientation de leur prolongement, 1’altération de protéines N-glycosylées et la

régulation de I’homéostasie redox.

2.2) L’invalidation de la SELENOT induit des altérations de la glie radiaire

Les anomalies de migration des neuroblastes invalidés pour la SELENOT peuvent
s’expliquer par une perte de polarité de migration des neuroblastes, mais pourraient également
provenir d’altérations de la glie radiaire elle-méme. En effet, I’ITUE induit la perte de SELENOT

dans les cellules de la glie radiaire en premier lieu, puis dans les neuroblastes qui sont générés
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a partir de ces cellules. Lors de la corticogenese, les neuroblastes migrent selon deux modes
distincts : la translocation, ou les neuroblastes émettent eux-mémes leurs prolongements
jusqu’a la surface piale lors des premiers stades de développement et la locomotion a des stades
plus tardifs, ou les neuroblastes migrent le long du prolongement de la glie radiaire, émis
jusqu’a la CP (Nadarajah et al., 2001). La glie radiaire est alors indispensable a la migration des
neuroblastes lors des stades étudiés et qui plus est, exprime physiologiquement la SELENOT.
Ainsi, nous avons marqué la glie radiaire au moyen du marqueur nestine et avons observé que
I’invalidation de la SELENOT au sein de ces cellules perturbe 1’échafaudage de leurs
prolongements. Ces derniers sont alors plus petits et désorganisés au niveau du néocortex, ce

qui contribuerait aux anomalies de migration des neuroblastes.

Le phénotype que nous observons, en absence de SELENOT, peut donc s’expliquer par
une perte de polarité des neuroblastes et une altération des prolongements des cellules de la glie
radiaire, les empéchant de migrer correctement jusqu’a la CP. Lors de la locomotion, le
neuroblaste adhére au prolongement de la glie radiaire au moyen de molécules d’adhésion. Une
¢tude portant sur la SELENOT dans des fibroblastes murins, a démontré que son absence
perturbe 1’adhésion cellulaire, en modifiant I’expression de génes impliqués dans la structure
cellulaire et des génes d’oxydoréductases comme la SELENOW, dont 1’expression se voit
augmentée (Sengupta et al., 2009). L’implication de la SELENOT dans 1’adhésion cellulaire
peut ainsi expliquer 1’augmentation du nombre de neuroblastes présents au sein de I’[Z dans
notre modele, puisque ces derniers perdraient leur adhésion au niveau des prolongements de la

glie radiaire, modifiant ainsi leur migration.

La SELENOT serait alors un acteur majeur de la migration des neuroblastes, en
permettant 1’acquisition de leur polarité, ainsi que leur adhésion au niveau des prolongements
de la glie radiaire. Au niveau du RE, la SELENOT ne régule pas seulement la mobilisation
calcique mais est également une partie intégrante du complexe oligosaccharyltransférase de
type A, responsable de 1’ajout de N-glycanes aux protéines lors de leurs modifications post-
traductionnelles. Il a ainsi été montré que la SELENOT intervient dans la N-glycosylation de
la POMC (Hamieh et al., 2017). Des molécules d’adhésion, nécessaires a la migration des
neuroblastes, comme la fibronectine, sont N-glycosylées dans le RE (Gu et al., 2012; Hsiao et
al., 2017) et la perte de SELENOT pourrait altérer leur conformation et donc leur expression.
En effet, si les protéines sont mal conformées, le systeme de controle qualit¢ (le cycle

calnexine/calréticuline) les dirige vers le protéasome pour dégradation (Chevet et al., 2001).
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Une seconde étude a également démontré qu’un stress du RE conduit a I’expression de protéines
liées a des GPI acétylées au niveau de la membrane plasmique. Comme nous avons pu le voir
dans ’introduction, I’ancrage de GPI aux protéines est une autre forme de modification post-
traductionnelle, dont la présence de la SELENOT semble étre un prérequis pour la
désacétylation des GPI, nécessaire a la conformation et a la fonction des protéines (Liu et al.,
2018). Certaines molécules d’adhésion neurale, comme la protéine TAG-1 (Transient Axonal
Glycoprotein 1) indispensable a la migration neuronale, ou encore les intégrines essentielles a
la lamination corticale, sont concernées par cette seconde modification post-traductionnelle
(Anton et al., 1999; Karagogeos, 2003; Denaxa et al., 2005; Sittaramane et al., 2009; Janik et
al., 2010), qui pourrait étre altérée en absence de SELENOT et induire des anomalies de

migration des neuroblastes au sein du néocortex.

2.3) Le positionnement des neurones de projection au sein du néocortex est dépendant de

I’expression de la SELENOT

Les résultats obtenus apres IUE suggerent fortement I’implication de la SELENOT lors
de la migration des neuroblastes et donc de leur positionnement au sein des couches corticales.
Ainsi, nous avons regardé I’emplacement des neurones des couches profondes, marqués par le
facteur de transcription CTIP2, au niveau du néocortex de souris adultes dont le géne de la
SELENOT a ¢été invalidé dans le lignage neural, et nous avons observé des anomalies de
positionnement de ces neurones. CTIP2 marque préférentiellement les neurones de la couche
V et dans une moindre mesure, ceux de la couche VI (Hevner, 2007; Chen et al. 2008).
Cependant, chez la souris adulte SELENOT KO, les neurones CTIP2-positifs sont davantage
positionnés dans la couche VI que dans la couche V. Ces données témoignent alors d’un défaut
de positionnement des neurones en absence de SELENOT, qui n’ont pas atteint la couche V et
sont donc cohérentes avec les anomalies de migration que nous observons aprés [UE.
L’organisation laminaire des couches corticales est primordiale pour 1’établissement des
connexions fonctionnelles, et des altérations de cette architecture conduisent a des pathologies.
Plusieurs études ont rapporté des anomalies de cette organisation en 1’absence de certains
facteurs, comme la mutation du gene reeline chez la souris Reeler ou une inversion des couches
corticales est observable, ou encore 1’invalidation de transporteurs du glutamate montrant une
désorganisation des prolongements des cellules de la glie radiaire accompagnée d’une
augmentation de neuroblastes accumulés dans la VZ (Caviness, 1982 ; Matsugami et al., 2006 ;

Boyle etal., 2011). De plus, la reeline, ainsi que la SELENOP se fixent sur le récepteur ApoER2
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au niveau neuronal pour induire leurs effets. De maniére intéressante, les souris KO pour
ApoER2 présentent une lamination corticale perturbée, suggérant que 1’action des
sélénoprotéines peut faire intervenir des mécanismes moléculaires clés lors des processus de

corticogenese.

Les altérations de la polarité des neuroblastes et des prolongements des cellules de la
glie radiaire observées apres électroporation, ainsi que les anomalies de positionnement des
neurones au niveau du néocortex, démontrent I’importance de la SELENOT dans les processus
de migration neuronale, de mise en place des couches corticales et par conséquent des

connexions fonctionnelles.

2.4) Altérations de la migration des neuroblastes et déficiences fonctionnelles

Si nous reprenons le modele murin d’invalidation conditionnelle de la SELENOT au
niveau central, il a ét¢ démontré que ces souris présentent une diminution du volume du
néocortex, peu apres la naissance. Ce phénotype pourrait étre expliqué par la perte de
prolifération cellulaire engendrée par I’absence de SELENOT, et selon nos résultats, cette
variation du volume néocortical pourrait étre liée a la diminution du nombre de neuroblastes
atteignant la CP. En effet, Shao et al. ont précédemment démontré I’implication de la
SELENOT dans le cycle cellulaire, puisque son inhibition dans des cellules de neuroblastome
provoque une diminution du nombre de cellules prolifératives associée a une augmentation de
cellules bloquées en phase G1 du cycle de réplication. Cette invalidation a également pour
conséquence une baisse d’expression de protéines clés nécessaires au point de controle du
passage de la phase G1 a S, ainsi qu’une augmentation de la mort cellulaire (Shao et al., 2019).
La survie neuronale soutenue par la SELENOT a également ét¢ démontrée au sein de notre

équipe (Boukhzar et al., 2016 ; Castex et al., 2016).

La prolifération cellulaire est primordiale pour le développement cérébral et son
déreglement peut conduire a de sévéres troubles neurodéveloppementaux. Le syndrome
d’atrophie cérébelleux-cérébrale progressive (PCCA) est caractérisé par une microcéphalie, due
a une altération de la prolifération des progéniteurs neuraux (Ben-Zeev et al., 2003). De plus,
cette équipe a montré que la mutation du gene de la SecS (responsable de la synthése des

sélénoprotéines) est retrouvée chez de nombreux patients atteints de PCCA ayant une
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microcéphalie (Agamy et al., 2010), suggérant un réle des sélénoprotéines dans 1’étiologie de
cette pathologie. Récemment, la réémergence du virus Zika au sein de la population brésilienne,
a conduit a de nombreux cas de microcéphalie chez les nouveau-nés. Les patients infectés par
ce pathogeéne présentent ainsi une diminution de 1’épaisseur des couches neuronales
(prolifératives et corticales), ainsi qu’une diminution de la prolifération des progéniteurs
neuraux, marquée par l’arrét du cycle cellulaire. L’infection de cultures de cellules
embryonnaires (HEK293T) par ce virus induit également la baisse d’expression protéique de la
SELENOP et des TXNRD (Wen et al., 2017; Dailey et al., 2021). Ainsi, les sélénoprotéines
sont des acteurs essentiels lors du développement cérébral, notamment pour promouvoir la
prolifération des cellules neurales. L’absence de SELENOT a permis de montrer son
implication dans la progression du cycle cellulaire, ainsi que dans la migration et la survie des
neuroblastes, processus clés lors du neurodéveloppement qui doivent étre régulés afin d’éviter

la survenue de certaines pathologies.

De plus, il a été¢ montré que la position des neuroblastes au sein du néocortex dépend de
leur date de naissance et régit leur spécification (Kwan et al., 2012). Si un retard ou des
anomalies de prolifération et/ou migration surviennent en absence de SELENOT, les
neuroblastes ne se positionnent pas a une place appropriée, donc n’établiraient pas les bonnes
connexions corticales/sous-corticales, ce qui engendrerait des déficits moteurs, comme
’hyperactivité observée chez les souris Nes-CRE/SELENOT"’ (Castex et al., 2016). En effet,
les six couches composant le néocortex comprennent des neurones de projection ayant des
connexions spécifiques. Ainsi, la couche VI contient des neurones projetant leurs axones au
niveau du thalamus, tandis que la couche IV regoit les informations provenant du thalamus. Les
couches II et III ont respectivement des afférences ou des efférences cortico-corticales. Enfin,
les couches II a VI sont capables d’avoir des connexions intratélenchéphaliques (connexions
avec le striatum, 1’amygdale...) dont certains neurones projettent leurs connexions dans
plusieurs structures par un seul axone. Le cervelet est également capable de communiquer avec
le cortex, en passant par le thalamus (O’Leary and Koester, 1993; Watson et al., 2014; Badura
et al., 2018; Winnubst et al., 2019). Des anomalies de positionnement des neuroblastes peuvent
alors perturber les connexions émises par les neurones de projection et donc perturber I’activité
cérébrale, bien que leur spécification soit en partie définie par leur période de naissance

(Caviness and Frost, 1983; Colombo et al., 2007).
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De plus, des premiers résultats obtenus au laboratoire témoignent d’une perturbation de
la neurotransmission, avec une augmentation des taux de GABA présent au sein du cortex
préfrontal de souris adultes invalidées pour la SELENOT au niveau central (données non
publiées). Ces résultats attestent de I’importance de cette sélénoenzyme pour parfaire I’activité
neuronale. L’implication de sélénoprotéines dans la transmission du message nerveux a
¢galement été démontrée pour la SELENOP, dont I’absence chez la souris conduit & une
libération excessive de neurotransmetteurs par les neurones présynaptiques, au niveau de
I’hippocampe. Ce phénomene a pour conséquence une altération de la transmission synaptique,
avec un déficit de la potentialisation a long terme (Peters et al., 2006). La GPX4 est une autre
sélénoprotéine également essentielle pour la régulation de 1’activité nerveuse, puisque son
invalidation affecte le développement des interneurones parvalbuminergiques conduisant a une

activité épileptique (Wirth et al., 2010).

La SELENOT, par son activité¢ d’oxydo-réduction, permettrait ainsi la bonne mise en
place des neurones de projection lors du neurodéveloppement, et par conséquent de leurs

connexions fonctionnelles.

2.5) Anomalies neurodéveloppementales en absence de SELENOT et TDAH

De nombreuses maladies neurodégénératives et neurodéveloppementales ont comme
facteur aggravant le stress oxydatif, comme pour la maladie d’ Alzheimer ou de Parkinson, ou
encore les troubles déficitaires de 1’attention avec hyperactivit¢ (TDAH). Le TDAH est une
maladie touchant 6 a 7 % des enfants en age scolaire, dont la moitié reste atteints lorsqu’ils sont
adultes. Cette maladie est due a des facteurs génétiques et environnementaux, et ne connait pas
de traitement curatif a 1’heure actuelle, bien que les symptomes de ces patients puissent étre
atténués par la prise de psychostimulants (méthylphénidate, amphétamine) ou d’antioxydants

(N-acétylcystéine).

Le TDAH est caractérisé par des anomalies de la balance oxydants/antioxydants. Toutes
les études rapportent une augmentation du stress oxydatif chez les patients, mais se contredisent
sur la diminution ou non du taux d’antioxydants. En effet, bien que des études ne relatent pas
de changement quant aux taux d’antioxydants présents chez les patients atteints de TDAH,
d’autres indiquent une diminution de leur taux et de leur activité¢, comme les GPX (Joseph et

al., 2015; Corona, 2020). De plus, plusieurs anomalies présentes chez les patients atteints de
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TDAH sont retrouvées chez les souris invalidées pour la SELENOT. Par exemple, les enfants
ayant un TDAH présentent une réduction du volume cortical de 8 % pour chaque hémisphere,
retrouvé dans le néocortex des souris SELENOT KO. Bien que toutes les ¢études
neuroanatomiques attestent de cette diminution, certaines révelent une diminution de
I’épaisseur corticale de différentes aires, dont le cortex préfrontal, d’autres seulement chez les
sujets féminins et d’autres encore ne montrent aucune différence (Narr et al., 2009; Wolosin et
al., 2009). D’autre part, les patients atteins de TDAH ont un retard de maturation corticale. En
effet, alors que des personnes non malades atteignent 50 % de leur pic d’épaisseur corticale
vers 7,5 ans, les enfants ayant un TDAH ne 1’obtiennent qu’a 10,5 ans, dont 1’épaisseur du

cortex préfrontal médian, atteint 2 ans apres les enfants sains (Shaw et al., 2007) !

Le délai de maturation peut expliquer les anomalies de neurotransmission, également
présentes chez ces patients, avec des perturbations de la balance excitation/inhibition. Bauer et
al., ont ainsi reportés une augmentation des taux de glutamate au niveau du cortex cingulaire
des patients, ainsi qu’au niveau des connexions fronto-striatales chez un modele d’étude du
TDAH, le rongeur SHR (spontaneous hyperactive rat, ayant les symptomes majeurs retrouvés
chez les patients TDAH) (Bauer et al., 2016). De plus, la transmission mettant en jeu les
récepteurs AMPA du glutamate est également diminuée au sein du cortex préfrontal des rats
SHR (Cheng et al., 2017). La neurotransmission des enfants ayant un TDAH présente
¢galement une diminution de 1’activité dopaminergique, altérant les connexions fronto-

striatales, et sérotoninergiques (Swanson et al., 2007; Oades, 2008).

Tout comme les patients atteints de TDAH, les souris invalidées pour la SELENOT
présentent une diminution du volume cortical, des anomalies de la balance
oxydants/antioxydants et des altérations de la neurotransmission (libération de GABA
excessive au niveau cortical et perte des neurones dopaminergiques en absence de SELENOT).
De plus, le modéle d’étude utilisé lors de cette thése a démontré des anomalies de migration des
neuroblastes. Le retard de maturation corticale chez les patients ayant un TDAH induit des
anomalies de connexions corticales, qui peuvent ¢galement étre retrouvées chez les souris
invalidées pour la SELENOT, puisque les anomalies de migration peuvent induire des
problémes de fonctionnement des réseaux neuronaux. La neurotransmission altérée du
glutamate par les récepteurs AMPA chez les patients TDAH pourrait étre étudiée en fonction
de I’¢tat du stress oxydatif du RE et de la fonction de la SELENOT, puisque ces récepteurs

doivent étre N-glycosylés pour étre fonctionnels (Kandel et al., 2018).

154



Discussion

Notre modéle d’étude, ayant permis de mettre en avant les anomalies de migration des
neuroblastes, pourrait expliquer les altérations observées chez les souris SELENOT KO central,
et notamment leur hyperactivité, et donc d’établir un parall¢le avec les personnes présentant un
TDAH. De ce fait, le modéle d’invalidation KO conditionnel de la SELENOT au niveau des
cellules neurales pourrait étre utilis¢é comme modele d’étude du TDAH, afin de tester les effets
bénéfiques du PSELT sur les mécanismes décrits ci-dessus, étant donné son role déja démontré

pour la neuroprotection.
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Les travaux de cette thése ont pu mettre en avant I’importance de la SELENOT pour la

migration des neuroblastes et leur mise en place au sein du néocortex.

Dans un premier temps, I’analyse du profil d’expression de la SELENOT chez la souris
a révelé sa présence au niveau de toutes les couches corticales du néocortex lors des stades
embryonnaires et postnataux, comme précédemment démontré chez le rat (Tanguy et al.,
2011b), puis une augmentation lors du vieillissement. La SELENOT, chez la souris comme
chez le rat, pourrait donc jouer un réle lors du développement et de la maturation corticale. De
plus, la SELENOT pourrait étre impliquée dans la régulation de I’homéostasie redox lors du
vieillissement cérébral, puisque son expression s’accroit chez la souris, alors que le cortex est
de plus en plus confronté au stress oxydatif (Harman, 1956; Perez-Campo et al., 1998). Compte
tenu du profil d’expression de la SELENOT lors de la corticogenése, ainsi que des troubles
locomoteurs décrits chez les souris adultes invalidées pour la SELENOT, nous avons axé nos
travaux sur les stades embryonnaires, lors de la migration et de la différenciation des

neuroblastes.

Ainsi, la suite de I’analyse du profil d’expression de la SELENOT a pu montrer sa
présence dans les neurones glutamatergiques et GABAergiques, représentant les principaux
neurones peuplant le néocortex. De plus, la SELENOT est exprimée au sein de ces populations
neuronales pendant les différentes phases de leur mise en place, qui sont, la prolifération, la
migration et la différenciation. La SELENOT jouerait alors des roles multiples en fonction de
I’¢tat de la cellule, permettant de réguler ces processus. En effet, la SELENOT a pu étre décrite
comme régulant la mobilisation calcique, processus nécessaire a la migration des neuroblastes,
ainsi qu’a la différenciation cellulaire ou encore nécessaire au cycle cellulaire (Grumolato et
al., 2008; Shao et al., 2019). Il serait alors intéressant d’étudier les variations d’expression de
la SELENOT au sein des neurones glutamatergiques et GABAergiques, en fonction de leur état
cellulaire (i.e. en prolifération, en migration et en différenciation) et ce a différents stades
embryonnaires et postnataux. En effet, en fonction du stade sélectionné, les neurones sont plutdt
en genése (stades E10-E15), en migration (E14-E19) ou en différenciation établissant leurs
axones et synapses au niveau des couches intra- et inter-corticales (stades embryonnaires et

postnataux) et présentent donc des besoins métaboliques variés. L’étude du profil d’expression
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de la SELENOT lors des différentes étapes de la corticogenese pourrait également étre réalisée
au sein d’autres populations neurales, comme les astrocytes ou les oligodendrocytes, essentiels

a la mise en place des réseaux neuronaux.

L’expression néocorticale embryonnaire de la SELENOT et les déficits locomoteurs
observés chez les souris invalidées pour la SELENOT au niveau central, nous ont amené a
¢tudier son role lors de la corticogenése, en 1’invalidant par électroporation in utero au sein des
cellules de la glie radiaire. Les résultats obtenus ont permis de montrer son importance lors de
la migration des neuroblastes, puisque 1’absence de SELENOT induit une perte de leur polarité
ainsi que des anomalies d’échafaudage des prolongements de la glie radiaire, ne permettant pas
aux neuroblastes d’étre positionnés au niveau de la plaque corticale 72 h aprés IUE.
L’expression de la SELENOT dans les neuroblastes est alors nécessaire pour enclencher les
mécanismes de migration, possiblement par la régulation de I’homéostasie calcique et redox. Il
serait ainsi intéressant d’évaluer les variations calciques au sein des neuroblastes invalidés pour
la SELENOT, puisque les flux calciques sont essentiels a la différenciation cellulaire ou bien
encore a la migration par I’effet chimioattractant du glutamate lors de sa fixation a son récepteur
NMDA (Behar et al., 1999; Grumolato et al., 2008). De plus, ’homéostasie redox régulée par
les sélénoprotéines, dont la SELENOT par son activité oxydoréductase, est essentielle pour
diverses fonctions, dont la polarité neuronale (Clark et al., 2017). Enfin, la SELENOT joue un
role dans la modification post-traductionnelle des protéines, lors de la N-glycosylation et I’ajout
de GPI. Ainsi, I’analyse de ces modifications au niveau des molécules et structures d’adhésion
impliquées dans la corticogeneése, comme la protéine TAG-1, la fibronectine ou les

microtubules, permettrait d’élucider I’implication de la SELENOT dans ces mécanismes.

Les souris invalidées pour la SELENOT au niveau des cellules neurales présentent une
hyperactivité a 1’dge adulte, tandis que nos études démontrent des anomalies de migration des
neuroblastes, ainsi qu’une altération du positionnement des neurones des couches profondes
chez ses souris. Pour comprendre ce phénotype, bien que des mécanismes de compensation
soient mis en place chez ces souris KO (i.e. neurogenése tardive), il serait pertinent de suivre
les prolongements émis par les neurones de projection, par imagerie 3D par exemple. En effet,
les neurones élaborent leurs connexions axonales selon la couche corticale ou ils sont
positionnés. Etant donné les anomalies de positionnement des neurones des couches profondes,
il est possible que leurs connexions axonales aient des défauts de liaison avec les aires sous-

corticales, comme le thalamus ou le striatum, structures impliquées dans la locomotion.
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L’analyse de marqueurs des couches profondes et superficielles, a différents temps lors de
I’embryogenése mais également chez I’adulte en absence de SELENOT, nous renseignerait
¢galement sur le déplacement effectué par ses neurones et le temps mis pour atteindre leur

position, facteurs cruciaux pour 1’établissement des bonnes connexions corticales.

Les anomalies de mise en place des réseaux fonctionnels conduisent a des défauts de
neurotransmission (augmentation du GABA au niveau du cortex préfrontal), qui pourraient
expliquer I’hyperactivité décrite chez les souris KO adultes. L’étude du profil d’expression de
la SELENOT témoigne de sa présence au sein des neurones glutamatergiques, et é¢galement des
interneurones GABAergiques. Ces derniers ont une action inhibitrice dans le cerveau mature et
leur déréglement pourrait participer a I’hyperactivité retrouvée chez ces KO. De la méme
manicre que nous 1’avons fait pour les neurones glutamatergiques, 1’invalidation ciblée de la
SELENOT dans les neurones GABAergiques nous indiquerait si ces neurones sont impactés

par son absence lors de la corticogenése, et donc dans le mod¢le d’invalidation nerveux central.

Les travaux réalisés lors de cette these, indiquent que la SELENOT est une enzyme
essentielle lors de la corticogenése et plus particuliecrement pour la migration et le
positionnement des neurones. Enfin, nous pourrions tester 1’effet neuroprotecteur du PSELT
lors de la corticogenese afin d’évaluer son action thérapeutique dans le déréglement de
I’homéostasie  redox, facteur aggravant de maladies neurodégénératives et

neurodéveloppementales, comme le TDAH.
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Résumé

Le cortex cérébral des mammiferes est une structure particuliére organisée en six
couches. Sa maturation débute deés I’embryogenese par la mise en place des neurones de
projection et se perpétue lors des stades postnataux. Afin d’établir leurs connexions
fonctionnelles, les neuroblastes, générés par les cellules de la glie radiaire, migrent au sein du
néocortex et se différencient une fois leur destination atteinte. Ces processus sont régis par
divers facteurs, dont les especes réactives de I’oxygene, servant de seconds messagers dans les
voies de signalisation. L homéostasie redox se doit d’étre finement régulée, puisqu’un exces
des taux de radicaux libres est néfaste pour la cellule. Ainsi, des systémes antioxydants
interviennent afin de maintenir cette homéostasie, comprenant des enzymes contenant du
sélénium, les sélénoprotéines. Parmi elles, la sé¢lénoprotéine T (SELENOT), une mystérieuse
oxydoréductase essentielle au neurodéveloppement, puisque son absence accroit la mort

neuronale et induit une hyperactivité locomotrice.

Nos recherches ont permis de montrer que la SELENOT est exprimée dés
I’embryogenese au sein de toutes les couches corticales du néocortex et augmente au cours de
la vie de la souris. Cette sélénoenzyme est également présente au sein des neuroblastes
glutamatergiques et GABAergiques au niveau des couches prolifératives, de migration et de
différenciation. Ces données suggerent ainsi un role de la SELENOT lors de ces différents
processus, et également lors du vieillissement physiologique. L’utilisation de modeles
d’invalidation conditionnel dans les cellules neurales, et plus spécifiquement dans les
neuroblastes par €lectroporation in utero, ont permis de montrer I’importance de la SELENOT
pour la migration des neuroblastes. En effet, nos résultats indiquent des perturbations de leur
polarité de migration, ainsi que des irrégularités du prolongement des cellules de la glie radiaire,
servant d’échafaudage pour la migration des neuroblastes. Ces anomalies altérent in fine le

positionnement des neurones invalidés au sein des couches corticales profondes.

La SELENOT régulerait alors la mise en place des neurones de projection au sein du
néocortex en favorisant leur migration et leur survie. Les recherches complémentaires sur son
role permettront d’identifier ses partenaires moléculaires dont elle régirait 1’activité, via
différents mécanismes et notamment par leur modification post-traductionnelle, afin d’assurer

la néocortiogenese au cours des stades embryonnaires.

Mots-clés : corticogenése, migration neuronale, sélénoprotéines, oxydoréductase
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