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RESUME

Le syndrome de Wolfram (SW) est une maladie neurodégénérative qui associe
un diabéte sucré, un diabete insipide, une atrophie optique, une perte auditive
neurosensorielle et divers symptdbmes neurologiques. Les patients décédent
précocement le plus souvent d’'une détresse respiratoire ou de fausse route et a ce
jour aucun traitement efficace n’est disponible. Le SW est causé par des mutations du
géne WFS1 qui code une protéine transmembranaire du réticulum endoplasmique
(RE), la Wolframine. Les mutations réduisent généralement la stabilité de la protéine,
modifiant son homéostasie, diminuant le transfert calcique, augmentant I'activation de
la réponse aux protéines mal repliées (Unfolded Protein Response, UPR) et
conduisant a un dysfonctionnement mitochondrial et a la mort cellulaire.

L’objectif de ma thése a été d'explorer des voies thérapeutiques originales dans
cette indication. Pour cela, plusieurs modéles d’étude ont été utilisés et caractérisés :
des fibroblastes de patients in vitro, et in vivo, des lignées de poissons zébres
mutantes wfs1a®%% wfs1b"***¥ et wfs1ab*®, et des souris Wfs 145",

Nous avons montré que : (1) Ces différents modéles développent des altérations
cellulaires, telles que des déficits mitochondriaux, l'altération du transfert calcique
mitochondrial, I'activation des voies UPR et 'autophagie, associés a des déficits
comportementaux, tels que des troubles visuels, locomoteurs, de l'anxiété et des
altérations cognitives. (2) La surexpression de NCS1, partenaire de la wolframine, in
vivo a permis de restaurer les déficits comportementaux et cellulaires développés par
la lignée poisson zébre wfs1ab*® confirmant I'étude in vitro précédemment menée sur
des fibroblastes de patients. (3) La protéine chaperonne sigma-1 (S1R) était une cible
pertinente pour rétablir une communication RE-mitochondrie fonctionnelle dans le SW.
Nos études in vitro et in vivo ont montré que l'activation de S1R par un agoniste ou par
surexpression de son ARNm permettait de renverser les altérations comportementales
et cellulaires. (4) A partir de la réponse motrice des larves de poisson zébre wfs1ab"®,
nous avons mené un criblage phénotypique de 371 molécules potentiellement affines
pour S1R qui a mené a identifier 8 hits permettant de restaurer totalement le déficit
locomoteur des larves mutantes. Certaines seront valorisées par une démarche
d'optimisation, mais parmi les molécules dites repositionnables, nous avons identifié
le MEDO092 qui agit comme un modulateur positif de S1R et dont les effets bénéfiques
ont été montrés sur les déficits comportementaux de deux modéles murins de
maladies neurodégénératives, le SW et la maladie d’Alzheimer.

Pour conclure, ce travail de thése a permis non seulement de phénotyper de nouveaux
modéles murins et poissons-zébres du SW, mais également de valider deux cibles
thérapeutiques permettant une récupération fonctionnelle des MAM : NCS1, qui peut
étre directement surexprimé par thérapie génique, et S1R, qui peut étre ciblé par de
petites molécules et pour lequel de nouvelles séries chimiques trés prometteuses
d’origine synthétique ou naturelle ont été mises en évidence.

Mots clés : Syndrome de Wolfram, MAM, S1R, NCS1, criblage



ABSTRACT

Wolfram Syndrome (WS) is a neurodegenerative disease that combines

diabetes mellitus, diabetes insipidus, optic atrophy, sensorineural hearing loss and
various neurological symptoms. Patients die early, most often from respiratory distress
or miscarriage, and to date no effective treatment is available. WS is caused by
mutations in the WFS71 gene that encodes an endoplasmic reticulum (ER)
transmembrane protein, Wolframine. Mutations generally reduce the stability of the
protein, altering its homeostasis, decreasing calcium transfer, increasing the activation
of the Unfolded Protein Response (UPR) and leading to mitochondrial dysfunction and
cell death. The objective of my thesis was to explore original therapeutic approaches
in this indication. For this purpose, several models were used and characterized:
patient fibroblasts in vitro, and in vivo, wfs1a®®?*%, wfs16"**** and wfs1ab"° mutant
zebrafish lines, and Wfs 125%™ mice.
We showed that: (1) These different models develop cellular alterations, such as
mitochondrial deficits, impaired mitochondrial calcium transfer, activation of UPR
pathways, and autophagy, associated with behavioral deficits, such as visual,
locomotor, anxiety, and cognitive impairments. (2) Overexpression of NCS1, a partner
of wolframine, in vivo restored the behavioral and cellular deficits developed by the
zebrafish line wfs1ab*® confirming the in vitro study previously conducted on patient
fibroblasts. (3) The chaperone protein sigma-1 (S1R) was a relevant target to restore
functional ER-mitochondria communication in WS. Our in vitro and in vivo studies
showed that activation of S1R by an agonist or by overexpression of its mRNA
reversed behavioral and cellular alterations. (4) Based on the motor response of
wfs1abX® zebrafish larvae, we conducted a phenotypic screening of 371 molecules
potentially affine to S1R which led to the identification of 8 hits allowing to fully restore
the locomotor deficit of mutant larvae. Some of them will be valorized by an
optimization approach, but among the repositionable molecules, we have identified
MEDOO092 which acts as a positive modulator of S1R and whose beneficial effects have
been shown on behavioral deficits in two mouse models of neurodegenerative
diseases, SW and Alzheimer's disease

To conclude, this thesis work has not only allowed the phenotyping of new
mouse and zebrafish models of WS, but also the validation of two therapeutic targets
allowing a functional recovery of MAM: NCS1, which can be directly overexpressed by
gene therapy, and S1R, which can be targeted by small molecules and for which new
very promising chemical series of synthetic or natural origin have been highlighted.

Key words : Wolfram syndrome, MAM, S1R, NCS1, screening
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Avant-propos

Le syndrome de Wolfram est une maladie neurodégénérative rare qui associe un diabéte
sucré, un diabéte insipide, une atrophie optique, une perte auditive neurosensorielle et
divers symptdmes neurologiques. Les patients décedent précocement le plus souvent
d’'une détresse respiratoire ou de fausse route et a ce jour aucun traitement efficace n’est
disponible. Ce syndrome est di a des mutations du géne WFS17 qui code une protéine
transmembranaire du réticulum endoplasmique, la Wolframine. Les mutations altérent la
stabilité de la protéine, modifiant son homéostasie, diminuant le transfert calcique,
augmentant le stress cellulaire, dégradant les fonctions mitochondriales et conduisant a
la mort cellulaire. La Wolframine est impliquée dans le dialogue fonctionnel entre le
réticulum endoplasmique et les mitochondries, qui est crucial pour le contréle de la
signalisation cellulaire, la bioénergétique mitochondriale, la réponse inflammatoire et
'autophagie. Il est également altéré dans toutes les maladies neurodégénératives et au
centre d'une thématique majeure du laboratoire. Le laboratoire « Meécanismes
Moléculaires dans les Démences Neurodégénératives » étudie le vieillissement et les
maladies neurodégénératives, de la cellule & 'Homme. A partir de modéles animaux
(Drosophile, poisson zébre, souris et |émuriens) et par des approches de biologie
moléculaire, cellulaire et de pharmacologie, I'objectif du laboratoire est de mieux connaitre
les mécanismes moléculaires du vieilissement physiologique et de pathologies
neurodégénératives, telles que la maladie d’Alzheimer, la maladie de Parkinson, la
maladie de Huntington et la sclérose latérale amyotrophique, pour explorer in fine des
pistes pour le diagnostic et le traitement thérapeutique. Mon projet de thése, débutant en
Mars 2019, s’est intégré dans cette thématique a travers des approches fonctionnelles et
pharmacologiques ciblant le syndrome de Wolfram. Au cours de ce travail, nous avons
caractérisé des modéles animaux, trois lignées de poisson zébre et un modéle murin
mutants pour Wfs1, afin de valider in vivo deux cibles thérapeutiques, le neuronal calcium
sensor-1, et la protéine chaperonne sigma-1. Le modéle poisson zebre a permis de définir
un protocole de criblage phénotypique in vivo de petites molécules activant la protéine
sigma-1 et nous avons pu identifier de nouvelles séries chimiques et découvrir un
modulateur positif d'origine végétale. Ce manuscrit est présenté comme une thése sur
articles et inclut, dans la partie introductive qui décrit la pathologie, l'intérét des modeéles
poisson zébre dans I'étude des maladies rares et les cibles pharmacologiques, les deux

articles de revue auxquels j'ai contribué.
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AATF

AMPc
ASICs
ASR
ATF4
ATF6
Bcl-2
BDNF
BiP
ca*
CB1R
CCE
CGR
CHOP
CISD2

DA
D1R
D2R
DAG
DFNAG6
DI

DM
elF2a
ELMOD
ENU
ERAD
ERSE
FRET
FTD
GADD34

ABREVIATIONS

Apoptosis Antagonizing Transcription Factor
Virus adéno-associé

Adénosine Monophosphate cyclique
Acid-Sensing lon Channels, canaux ioniques a détection d'acide
Accoustic Startle Response

Activating Transcription Factor 4

Activating Transcription Factor 6

B-cell leukemia/lymphoma 2

Brain-Derived Neurotrophic Factor

Binding immunoglobulin Protein

Calcium

Cannabinoid Receptor 1

Capacity Calcium Entry

Cellules Ganglionnaires de la Rétine

C/EBP Homologous Protein

CDGSH (Cys-Asp-Gly-Ser-His) iron-sulfur domain-containing protein 2
Deafness, surdité

Dopamine

Récepteur dopaminergique de type 1

Récepteur dopaminergique de type 2
Diacylglycérol

Autosomal Dominant Non syndromic hearing loss 6
Diabetes Insipidus, diabéte insipide

Diabetes Mellitus, diabéte sucré

eukaryotic Initiation translation Factor 2a

Cell Engulfment and Motility Domain
N-ethyl-N-nitrosourea, N-nitroso-N-éthylurée
ER-Associated Degradation

ER Stress Response Element

Transfert d'énergie par résonance de fluorescence
Démence frontotemporale

Growth Arrest and DNA Damage-inducible protein
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GLP-1 Glucagon-Like Peptide-1
GRP75 Glucose-Regulated Protein 75

GTP Guanosine triphosphate

H* lon hydrogéne

HCX H*/Ca®* exchanger

hERG human Ether-a-go-go Related Gene

hpf Heures post fertilisation

HRD1 E3 HydroxyMethyl Glutaryl-Coenzyme A Reductase Degradation protein 1
HSP70 Heat Shock Protein 70

ICV Intracérébroventriculaire

IPr Indice de Protection

IP Intrapéritonéale

IP3R Récepteur de I'Inositol 1,4,5 triphosphate

iPSC induced Pluripotent Stem Cell, cellule souche pluripotente induite
IR Infrarouge

IRE1 Inositol-Requiring Kinase 1

jpf Jours post fertilisation

K" lon potassium

Kb Kilo Base

KDa Kilo Dalton

KO Knockout

Kv Voltage-gated potassium channels

LC3-I Microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3-1
LTTA Laboratoire des Technologies des Thérapies Avancées
MA Maladie d'Alzheimer

MAM Mitochondria-Associated ER Membrane

MANF Mesencephalic Astrocyte-derived Feurotrophic Factor
MCU Mitochondrial Calcium Uniporter

MH Maladie de Huntington

MOR Récepteur mu-opioide

MP Maladie de Parkinson

Na* lon sodium

Nav Voltage-gated potassium channels

NCS1 Neuronal Calcium Sensor 1

20



NCX Na*/Ca®* exchanger

NEC Nouvelles entités chimiques

OA Optic Atrophy, atrophie optique

OCR Oxygen Consumption Rate, niveau de consommation d’oxygene
OKR Optokinetic Response

pb Paire de bases

PBA Acide 4-phénylbutyrique

PDE4 Phosphodiestérase 4

PDGFR Platelet-Derived Growth Factor Receptor

PERK Protein kinase (PKR)-like Endoplasmic Reticular Kinase
PiP2 Phosphatidylinositol 4,5 bisPhosphate

PKC Protéine kinase C

PLA Proximity ligation assay, test de ligature de proximité
PLC Phospholipase C

PMCA Plasma Membrane Calcium ATPase

PP1 Protein Phosphatase 1

PPAR Peroxisome Proliferator-Activated Receptors

RanGAP Ran activating proteins

RCPG Récepteur Couplé aux Protéines G

RIDD Regulated-IRE1 Dependent Decay

RNMDA Récepteur Acide N-méthyl-D-aspartique

ROC Receptor-Operated Channel

ROS Reactive oxygen species

RTK Récepteur membranaire a activité Tyrosine Kinase
RyR Récepteur de la Ryanodine

S1P Site Protease-1

S1R Récepteur sigma 1

SBDLI Sterol-Binding Domain Like-I

SERCA Sarco-Endoplasmic Reticulum Calcium ATPase
shRNA short hairpin RNA

siRNA small interfering RNA

SLA Sclérose Latérale Amyotrophique
SMOC Second Messenger-Operated Channel
SOD Superoxide dismutase 1
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SVF
SW
SW1
SW2
TrkB
TUDCA
UPR
VDAC
VMR
VOC
VOR
XBP1
XBP1s

Sérum de Veau Foeetal
Syndrome de Wolfram
Syndrome de Wolfram de type 1
Syndrome de Wolfram de type 2
Tropomyosin Receptor Kinase B
Acide tauroursodésoxycholique
Unfolded Protein Response
Voltage Dependant Anion Channel
Visual Motor Response
Voltage-Operated Channel
Réflexe Vestibulo-Oculaire
X-box Binding Protein 1

XBP1 spliced
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Chapitre 1. Le Syndrome de Wolfram

I. Historique

En 1938, les Dr Wolfram et Wagener décrivent pour la premiéere fois les
symptomes de 4 enfants atteints d’'une pathologie, a laquelle le Dr Wolfram donnera
son nom, le syndrome de Wolfram (SW). Travaillant a la clinique Mayo (Minnesota,
Etats-Unis), ils étudient 8 fréres et sceurs dont 4 souffraient de diabéte sucré et
d'atrophie optique (Wolfram and Wagener, 1938). L'ainée était une jeune fille de 18
ans qui souffrait de diabéte sucré des 8 ans, d'atrophie optique a 11 ans et, a 18 ans
son acuité visuelle était inférieure a 1/100° avec ses doigts comme seul moyen de
mesure. Son frere de 15 ans a développé une mauvaise vision a 6 ans et un diabéte
sucré a 10 ans. Une atrophie bilatérale des nerfs optiques était présente a 15 ans,
avec une altération acuité visuelle traduite par une visualisation réduite aux
mouvements des mains et une incapacité a compter ses doigts. Le second jeune frére,
aussi atteint, a développé un diabéte sucré a 7 ans, et une atrophie optique et une
acuité visuelle faible dans chaque ceil a 8 ans. Des symptédmes neurologiques ont été
développés par I'enfant 12 ans plus tard, et ont été diagnostiqués a tort comme de
I'ataxie de Friedrich (Cooper et al., 1950), une maladie neurodégénérative héréditaire
également caractérisée par un diabete sucré, une cécité et un trouble de l'audition. Le
quatrieme enfant affecté était la sceur cadette qui a développé a 5 ans un diabete
sucré et une atrophie optique a I'age de 7 ans. Dix-huit ans plus tard, 2 de ces enfants
ont été réexaminés et I'atrophie optique avait progressé jusqu'au stade de cécité
presque compléte, des troubles des voies urinaires d’ordre neuropathique ont été
noteés, et 3 d’entre eux avaient une perte auditive. Il a également été décrit que la mére

de la fratrie se plaignait d’un déficit visuel sans aucune preuve d'atrophie optique et le
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pére, décédé d'une bronchite chronique et d'une insuffisance cardiaque, n’a rapporté
aucune preuve de troubles visuels (Tunbridge and Paley, 1956). En 1949, De Lawter
et al. ont décrit pour la premiere fois que le diabete sucreé et I'atrophie optique étaient
associés a un diabéte insipide (De Lawter, 1949). Ces résultats ont été confirmés par
la suite également dans de nombreux rapports (Bretz et al., 1970; Fraccaro and
Gastaldi; Ikkos et al., 1970; Marquardt, 1974; Moore, 1971; Najjar and Mahmud, 1968;
Raiti and Newns, 1963; Stoppoloni et al., 1969; Sunder et al., 1972; Van Ussel and
Hoet, 1966).

En 1950, Cooper et al. ont souligné que ce syndrome pouvait étre associé a un
diabéte insipide, une atonie et dilatation des voies urinaires efférentes et une surdité
(Cooper et al., 1950). La surdité associée au diabéte sucré et a I'atrophie optique a été
décrite pour la premiére fois par Shaw et Duncan en 1958 (Shaw and Duncan, 1958)
et le syndrome complet incluant le diabéte insipide par Ikkos et al. (Ikkos et al., 1970),
et appuyé par d’autres travaux (Fraser and Gunn, 1977; Sunder et al., 1972).

Par ailleurs, une étude clinique menée sur 21 familles comportant plusieurs
symptémes associés, a permis d’émettre I'hypothése qu'un géne autosomique chez
un individu homozygote provoquerait un diabéte sucré juvénile, un diabete insipide,
une atrophie optique et une surdité (Fraser and Gunn, 1977). Une autre étude a montré
que les individus hétérozygotes semblaient avoir une probabilité accrue de développer
un diabete sucré juvénile, suggeérant in fine une transmission autosomique récessive
héréditaire, avec comme preuve solide la présence de consanguinité parentale dans
environ un quart des cas (Cremers et al., 1977; Fraser and Gunn, 1977).

D’autres caractéristiques associées aux principaux symptémes ont été
retrouvées telles que de I'ataxie, des troubles psychiatriques (Swift et al., 1990), de

I'hnypogonadisme, une rétinopathie pigmentaire, une cardiomyopathie, de I'anémie
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sidéroblastique et une thrombocytopénie (Borgna-Pignatti et al., 1989; Cremers et al.,
1977).

C’est dans les années 90 que l'origine mitochondriale du SW a été proposée.
En effet, ce syndrome remplit les criteres d'un défaut génétique mitochondrial, en
présentant une association inexpliquée de symptémes, avec une apparition précoce,
une évolution rapide, et une atteinte multi-organes sans rapport fonctionnel direct. En
1992, Bundey et al. réalise une biopsie musculaire sur un patient de 27 ans qui avait
développé a 14 ans une atrophie optique et des troubles de la vision des couleurs. A
17 ans, un diagnostic du SW a été proposé. Les résultats révélent que le patient avait
des mitochondries morphologiquement et biochimiquement anormales, associées a
une déficience héréditaire de la fonction du glutamate, pouvant étre a 'origine d’'une
atrophie sélective du systéme nerveux (Bundey et al., 1992). Cependant, aucune
anomalie de 'ADN mitochondrial n'a été détectée.

Les travaux de Rotig et al. ont rapporté une déficience généralisée de 'activité
enzymatique de la chaine respiratoire mitochondriale dans le muscle squelettique et
I'nomogénat lymphocytaire d'une fille souffrant du SW, une délétion hétéroplasmique
de 7.6 Kb de I'ADN mitochondrial dans les deux tissus. Ces résultats soutiennent 'idée
qu'un défaut de la chaine respiratoire pourrait induire un diabéte sucré insulino-
dépendant comme symptéme initial (Rotig et al., 1993).

En 1996, les travaux de Barrientos ont rapporté des mutations de I'ADN
mitochondrial chez des patients atteints du SW, les menant a émettre I'hypotheése d'un
facteur codé par le noyau prédisposant a de multiples mutations de I'ADN
mitochondrial qui contribuait in fine a I'expression du phénotype (Barrientos et al.,

1996a, 1996b).
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Il a fallu attendre 1994 pour découvrir que le géne du SW était lié a des
marqueurs sur le bras court du chromosome 4 humain, basé sur I'étude génétique de
11 familles américaines a l'aide de polymorphismes de microsatellites dans tout le
génome humain (Polymeropoulos et al., 1994). Cette localisation a été confirmée dans
d’autres études (Barrett and Bundey, 1997; Collier et al., 1996; Inoue et al., 1998;
Strom et al., 1998).

Le gene nucléaire WFS1 a été identifieé dans le SW en 1998 a I'aide d'approches
de cartographies génétiques et de génes candidats (Inoue et al., 1998; Strom et al.,

1998).

Il. Description clinique du syndrome de Wolfram de type 1

Le SW est une maladie progressive dont le diagnostic clinique nécessite la
coexistence d'un diabéte non auto-immun insulino-dépendant, premier symptdome
généralement diagnostiqué vers I'dge de 6 ans, et une atrophie optique bilatérale avant
I'age de 11 ans (Urano, 2016) caractérisée par la perte de la vision des couleurs et la
vision périphérique. Une cécité est développée 8 ans apres les premiers symptémes
d’atrophie optique.

Bien qu'il s'agisse des deux symptémes principaux, environ 50% des patients
atteints du SW présentent le phénotype complet "DIDMOAD" —I'acronyme de diabéte
insipide (Diabetes insipidus, DIl), diabéte sucré (Diabetes mellitus, DM), atrophie
optique (Optic atrophy, OA) et surdité (Deafness, D) (Pilley and Thompson, 1976)—.
Pour 70% des patients est noté un diabete insipide, caractérisé par une perturbation
de la sécrétion de la vasopressine, hormone anti diurétique produite par
I'hypothalamus, qui en condition physiologique diminue le volume des urines en

augmentant la perméabilité a I'eau du tube collecteur du néphron.
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Une étude de Heredia et al. a centralisé les données cliniques et génétiques de 412
patients atteints du SW issues de 49 références (de Heredia et al., 2013). Sur les 392
patients, 98.2% avaient un diabete sucré, 82.1% une atrophie optique, 48.2% une
perte d’audition, 37.7% un diabéte insipide et 44% des troubles psychiatriques.
D'autres manifestations cliniques, telles que des anomalies rénales (19.4%) et des
symptémes neurologiques (17.1%) ont été retrouvées chez un plus petit nombre de

patients, et 7.4 % sont décédés au moment de cette étude (Tableau 1).

Principales caractéristiques cliniques Age au diagnostic Pourcentage de patients
ayant le déficit

Diabeéte sucré 6 ans (3 semaines-16 ans) 98.2%
Atrophie optique 11 ans (6 semaines-19 ans) 82.1%
Perte auditive neuronsensorielle 12.5 ans (5-39 ans) 48.2%
Diabete insipide 14 ans (3 mois-40 ans) 37.7%

Troubles neurologiques et autonomes (apnée

centrale, ataxie, dysphagie, aréflexie,

épilepsie, diminution de la capacité a goater 16 ans (5-44 ans) 171%
et a détecter les odeurs, maux de téte,

hypotension orthostatique, hyperpyrexie,

hypothermie, constipation, gastroparésie)

Complications des voies urinaires (vessie neurogéne,

incontinence vésicale, infections des voies urinaires) 20 ans (13-33 ans) 19.4%

Autres caractéristiques cliniques courantes

Troubles endocrinologiques (hypogonadisme, sécrétion déficiente
de I'hormone de croissance, déficit en corticotropine, ménarche 8 ans (7-9 ans) 6.6%
retardée chez la femme)

Symptdmes psychiatriques (anxiété, crises de panique,

- 0,
dépression, sautes d'humeur, troubles du sommeil, psychose) 20.5 ans (17-23 ans) 44.4%

Tableau 1. Caractéristiques cliniques des patients atteints du SW. Les symptomes décrits dans les
publications ont été regroupés et classés en fonction du pourcentage de patients développant les déficits. Adapté
de (Rigoli et al., 2020).

La mortalité est d'environ 65% avant I'dge de 35 ans (Barrett et al., 1995), en
raison d'une insuffisance respiratoire centrale avec atrophie du tronc cérébral, coma

hypoglycémique, état de mal épileptique, suicide et insuffisance rénale secondaire a

des infections (de Heredia et al., 2013).
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1. Le diabéte sucré

Le diabéte insulino-dépendant et non auto-immun est le premier signe clinique
du SW, déclaré en moyenne a I'dge de 6 ans, avec des extrémes variant entre 3
semaines de vie et 16 ans. Il est important que les cliniciens tiennent compte des
différences cliniques entre le SW et le diabéte de type 1 auto-immun afin d’éviter un
diagnostic erroné pouvant mener a de graves répercussions sur la santé du patient.
En effet, le diabéte de type 1 est une affection dans laquelle il existe une auto-immunité
spécifique dirigée contre les cellules B pancréatiques, associée a une inflammation et
une infiltration a prédominance lymphocytaire et macrophagique des ilots f3
pancréatiques menant, in fine, a une destruction des cellules 3 et un déficit absolu de
seécretion d’'insuline (Karasik et al., 1989; Kinsley et al., 1995).

Des études immunohistochimiques chez des patients atteints de SW ont
démontré l'absence d'insuline dans le pancréas, mais la présence de glucagon, de
somatostatine et du polypeptide pancréatique, indiquant ainsi une perte sélective des
cellules B et une préservation de la composante exocrine de la glande. Par
conséquent, le diabéte sucré développé dans le SW n'est pas causé par un défaut
fonctionnel des cellules 3 pancréatiques, mais plutét par une perte progressive de ces
cellules (Karasik et al., 1989; Kinsley et al., 1995). Le diabéte insulino-dépendant et
non auto-immun rencontré dans le SW difféere également du diabete de type 1 auto-
immun par son diagnostic précoce, des auto-anticorps rarement positifs, une
acidocétose rare, des périodes de rémission plus longues, des besoins quotidiens en
insuline plus faibles, des valeurs moyennes d’hémoglobine glyquée (HbA1c)
inférieures et une fréquence moindre d'hypoglycémies (de Heredia et al., 2013; Rigoli
et al.,, 2020; Rohayem et al., 2011) probablement dues a une activité résiduelle

persistante des cellules B pancréatiques (Cano et al., 2007) et enfin de rares
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complications microvasculaires (telle que la rétinopathie) se développant plus
lentement que dans le diabéte de type 1 (Cano et al., 2007; Kinsley et al., 1995) et une

acidocétose (Barrett et al., 1995; Kinsley et al., 1995; Peden et al., 1986).

2. L’atrophie optique

Chez les patients atteint du SW, I'atrophie optique est diagnostiquée au cours
de la premiére décennie de leur vie, généralement avant I'age de 11 ans. La premiere
manifestation clinique de l'atrophie optique est la diminution progressive de l'acuité
visuelle associée a une perte de la vision des couleurs. L'atrophie optique est
progressive et évolue vers la cécité en moyenne 8 ans aprés le diagnostic d’atrophie
optique (de Heredia et al., 2013; Hoekel et al., 2014; Tranebjeaerg et al., 1993).

D'autres anomalies oculaires moins fréquentes signalées sont la cataracte (29.6
a 66.6%) (Al-Till et al., 2002; Baz et al., 1999), la rétinopathie pigmentaire (30%) (Al-
Till et al., 2002), la rétinopathie diabétique (7.6 a 34.6%) (Al-Till et al., 2002; Cano et
al., 2007; Kinsley et al., 1995), un glaucome (Bekir et al., 2000), des altérations des
réflexes pupillaires a la lumiére et un nystagmus (oscillation rythmique involontaire des
yeux) souvent horizontal (Al-Till et al., 2002; Baz et al., 1999; Blasi et al., 1986;
Cremers et al., 1977). Un cas de maculopathie pigmentaire atrophique bilatérale a été
recensé dans la littérature chez un gargon de 12 ans (Chacén-Camacho et al., 2013;
Dhalla et al., 2006).

Récemment, Waszczykowska et al. ont montré dans une étude sur 12 patients
atteints du SW une diminution de la sensibilité cornéenne et une dégénérescence du
nerf cornéen (diminution de la densité et de la longueur des fibres nerveuses
cornéennes), notée également plus importante comparé a 30 individus atteints du

diabéte de type 1 (Waszczykowska et al., 2022).
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L'amincissement rétinien s'est également avéré étre un marqueur fiable de la
progression de la maladie, induit notamment par une dégénérescence des cellules
ganglionnaires de la rétine (CGR) et des cellules horizontales et bipolaires de la rétine
(Hilson et al., 2009; Hoekel et al., 2014; Zmyslowska et al., 2015) (Figure 1). Les CGR
sont des cellules de type neurones qui transmettent les informations pergues par la
rétine oculaire jusqu'au cerveau. Les cellules horizontales sont responsables de

l'augmentation du contraste.

Figure 1. Schéma de I'ceil humain et des différentes couches cellulaires composant la rétine.
A gauche, I'ceil, en coupe transversale, contient différentes structures permettant de traiter la lumiére etiou de
maintenir la forme de I'ceil. A droite, le schéma montre les différentes couches cellulaires de la rétine qui
convertissent la lumiére en signaux neuronaux envoyés au cerveau. Légende : 1. Cornée, 2. Cristallin, 3. Humeur
vitrée, 4. Vaisseaux sanguins rétiniens, 5. Nerf optique, 6. Sclérotique, 7. Rétine, 8. Iris, 9. Cellule amacrine, 10.
Batonnet, 11. Epithélium pigmenté, 12. Céne, 13. Cellule horizontale, 14. Cellule bipolaire, 15. Cellule
ganglionnaire.

Un examen oculaire annuel complet, évaluant I'acuité visuelle et la vision des
couleurs, le fond de I'ceil, le champ visuel et la tomographie par cohérence optique,
est fortement recommandé et effectué précocement chez les patients pour améliorer
le diagnostic et la prise en charge (Rigoli et al., 2004). La vision est souvent améliorée

par le port de lunettes, I'utilisation de loupes, de télescopes ou d’aides non-optiques.
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3. La surdité neurosensorielle

La surdité neurosensorielle survient en moyenne a I'dge de 12.5 ans, est
progressive, souvent symeétrique, et touche en premier les hautes fréquences
(Cremers et al., 1977; Higashi, 1991).

En 2004, une étude clinique menée sur 11 patients hollandais atteints du SW a
permis d’identifier que la progression de la déficience auditive se produisait
principalement dans la gamme des moyennes et hautes fréquences, observant
également un degré plus élevé de déficience auditive chez les femmes que chez les
hommes, probablement induit par I'implication des cestrogénes (Pennings et al., 2004).

La perte des cellules ciliées, un dysfonctionnement des fibres nerveuses VIII et
des voies nerveuses centrales du tronc cérébral et du colliculus inférieur (Rendtorff et
al., 2011), une atrophie de I'organe de Corti (organe de la perception auditive constitué
de cellules sensorielles et de cellules de soutien) ont été corrélés a la surdité a haute
fréquence (Hilson et al., 2009). Une atrophie focale de la strie est également notée,
trés fréquente dans une grande variété de surdités congénitales, génétiques et
acquises (Figure 2).

Les voies auditives centrales, situées dans le tronc cérébral (noyaux
cochléaires, complexe olivaire supérieur), le mésencéphale (colliculus inférieur), le
thalamus (corps genouillé médian) et le cortex auditif, sont d'une grande importance
dans la discrimination de la parole, suggérant ainsi qu’elles sont légerement ou non
affectées chez les patients atteints du SW (Schuknecht and Montandon, 1993).

Une atteinte vestibulaire n'a été décrite que dans un nombre limité de cas et
(Cremers et al., 1977; Higashi, 1991; Pennings et al., 2004), corrélée a une diminution
de I'excitabilité des récepteurs vestibulaire d'origine centrale (Laffay and Lestradet,

1974), bien que I'étude d’Hilson et al. a mis en évidence une perte des neurones dans
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Oreille interne Coupe transversale de la cochlée Structure de I'organe de Corti

1

15 14 13 12

Figure 2. Schéma de I'oreille humaine allant de I'oreille interne a I'organe de Corti. Légende : 1.
canaux semi-circulaires, 2. nerf vestibulaire, 3. nerf auditif, 4. cochlée, 5. étrier, 6. membrane tympanique, 7.
marteau, 8. enclume, 9. canal cochléaire, 10. rampe vestibulaire, 11. nerf cochléaire, 12. paroi osseuse de la
cochlée, 13. organe de Corti, 14. rampe tympanique, 15. strie vasculaire, 16. cellule ciliée externe, 17. membrane
tectoriale, 18. nerf cochléaire, 19. cellule ciliée interne, 20. canal cochléaire, 21. cellules de Deiter, 22. membrane
basilaire.

le noyau vestibulaire médial mais aucune atteinte des organes sensoriels vestibulaires
(Hilson et al., 2009).

Les outils thérapeutiques, tels que les prothéses auditives et les implants
cochléaires, améliorent quotidiennement la vie des patients. Si I'implant cochléaire
permet de retrouver une perception auditive, il ne remplace pas l'ouie et nécessite
obligatoirement une rééducation auditive précoce par un orthophoniste pour tirer

bénéfice de I'implant.

4. Le diabéte insipide

Le diabéte insipide est caractérisé par une polyurie sévére, souvent
accompagnée d’'une déshydratation plus ou moins importante. Les patients atteints du
SW sont diagnostiqués vers I'age de 14 ans (Barrett et al., 1995; de Heredia et al.,
2013), diagnostic souvent confondu a tort avec la polyurie, généralement associée a
un déseéquilibre du diabéte sucré ou a une conséquence de la vessie neurologique, ou

encore a la potomanie (trouble du comportement qui provoque un besoin impérieux
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de boire). Il reste indispensable de poser un diagnostic précis car le traitement est
evidemment tres différent d’'une pathologie a I'autre.

Le diabéte insipide est nommé ainsi car les urines sont pales comme de I'eau,
peu concentrées, et ne contiennent ni sucre, ni albumine. Les rapports
neuroradiologiques et post-mortem ont montré l'absence de [I'hypersignal T1
intracranien normalement observé dans le lobe postérieur de I'hypophyse a I'origine
de la sécrétion de la vasopressine, une hormone antidiurétique, de la gliose, et
I'atrophie des noyaux paraventriculaires et supraoptiques de I'nypothalamus (Galluzzi
et al., 1999; Ito et al., 2007; Pakdemirli et al., 2005). De plus, des études de sécrétion
de vasopressine en réponse a des stimuli (Thompson et al., 1989) et des études post-
mortem montrant une accumulation de précurseurs de vasopressine dans les noyaux
paraventriculaires (Gabreéls et al., 1998) ont permis de mettre en évidence des

défauts fonctionnels en plus de la perte des noyaux.

5. Les troubles neurologiques et psychiatriques

Les patients atteints du SW développent dans plus de 60% des cas des
complications neurologiques vers I'dge de 16 ans (de Heredia et al., 2013).

La complication neurologique la plus fréquente, chez 45% des patients, est
I'ataxie cérébelleuse, a I'origine de troubles de I'équilibre et de la coordination motrice
(Barrett et al., 1995; Chaussenot et al., 2011). Les autres anomalies neurologiques
sont une neuropathie périphérique (a l'origine d’engourdissements, picotements ou
sensation de bralure dans les mains ou les pieds) dans 39% des cas, des troubles
cognitifs (32%), une épilepsie (26%), une dysarthrie (trouble de l'articulation de la
parole d’origine centrale et périphérique), une dysphagie (anomalie du transport des
aliments liquides et/ou solides, du pharynx a I'estomac, entrainant bien souvent des

fausses routes), et un nystagmus (10%) (Chaussenot et al., 2011).
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L'atrophie du cortex, de la région hypothalamique, du cervelet et du tronc
cérebral sont des anomalies retrouvées chez 54% des patients atteints du SW
(Alicanoglu et al., 1994; Rando et al., 1992; Scolding et al., 1996), notamment mis en
relation avec I'apparition de retards mentaux et d’épilepsies.

L'examen microscopique du cerveau révéle une perte neuronale modérée et
une gliose dans les noyaux du tronc cérébral (Carson, 1977; Genis et al., 1997; Hilson
et al., 2009; Shannon et al., 1999). Des symptdmes cérébelleux ont été mis en
évidence tels que des tremblements posturaux et une instabilité, corrélés a une perte
modérée des neurones dans les noyaux dentés du cervelet, une atrophie cérébelleuse
et une perte des cellules de Purkinje (Carson, 1977; Genis et al., 1997; Medlej et al.,
2004). L'hypothalamus présente une gliose importante et une perte sévére de
neurones magnocellulaires dans les noyaux supraoptiques et paraventriculaires
(neurones responsables de la libération d'ocytocine et de vasopressine) (Genis et al.,
1997; Hilson et al., 2009; Shannon et al., 1999). D'autres structures cérébrales sont
modérément affectées telles que le thalamus avec une perte neuronale et une gliose
dans les noyaux antérieurs et dorso-médians, la moelle épiniére et la substance noire
(Carson, 1977; Genis et al., 1997).

Les volumes intracraniens et cérébraux totaux, le tronc cérébral et les volumes
de la matiére blanche et grise étaient inférieurs en condition pathologique comparé au
témoin (Hershey et al., 2012). Le thalamus et le pallidum ont également montré un
volume Iégerement inférieur mais aucune différence n’est retrouvée pour les structures
striatales (putamen, caudé et noyau accumbens), I'hippocampe et le corps calleux
(Figure 3) (Hershey et al., 2012; Lugar et al., 2016). Concernant les troubles
psychiatriques, une étude clinique a rapporté que sur 68 patients atteints du SW, 18%

d'entre eux nécessitaient d’une hospitalisation psychiatrique et 60% avaient développé
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des troubles psychiatriques ou comportementaux tels qu’'un comportement violent,
agressif ou non coopératif, une hostilité inhabituelle, des difficultés a contrdler les
accés de coléere, une démence progressive, une dépression sévére ou encore le

suicide (Swift et al., 1990).

Figure 3. Imagerie et quantification du volume cérébral et des anomalies microstructurales du
cerveau associées au SW. Vue sagittale et coronale d'un cerveau de sujet controle (A) comparée a une vue
sagittale et coronale d'un cerveau de sujet atteint du SW (B). (C) Différences volumétriques entre le patient et le
témoin. Les régions en bleu sont les régions plus petites dans le SW, tandis que les régions en jaune sont plus
grandes comparées au sujet contrdle. Image issue de (Samara et al., 2019).

L'incidence élevée de comportement suicidaire rapportée chez les patients
atteints du SW fait de la consultation et du suivi psychiatrique précoce une partie
essentielle du traitement. La prise de conscience de la prévalence, de la gravité et de
la diversité des troubles psychiatriques permet d’améliorer aujourd’hui la prise en

charge clinique des patients atteints du SW.

6. Les troubles urologiques

Des complications des voies urinaires concernent environ 90% des patients

atteints du SW, avec un age moyen d’apparition de 20 ans (13-33 ans) (Barrett and
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Bundey, 1997; de Heredia et al., 2013). Une dilatation bilatérale des voies urinaires
allant d'une hydronéphrose légére a un méga-uretére et une vessie atonique ont été
rapportés (Kumar, 2010; Simsek et al., 2003). La dilatation des voies supérieures,
l'incontinence urinaire, I'énurésie (miction involontaire nocturne), le volume résiduel de
la vessie post-mictionnelle et les infections récurrentes sont les conséquences de la
vessie neurogéne. Cependant, des rapports récents montrent que la vessie a faible
capacité et a haute pression avec dyssynergie vésico-sphinctérienne est également
frequemment observée (Aboseif et al., 1993; Simsek et al., 2003; Tekgul et al., 1999).

La pathogenése des troubles urologiques a connu plusieurs controverses.
Historiquement, les patients atteints du SW ont été décrits comme ayant une dilatation
marquée des voies urinaires supérieures et inférieures, qui était a I'origine attribuée a
la polyurie due au diabete insipide (Chu et al., 1986; Najjar et al., 1985). Plus
récemment, une étude clinique longitudinale menée sur 7 ans a mis en lumiére l'origine
neurodégénérative en tant que manifestation primaire (Rove et al., 2018). En effet,
cette étude s’appuie sur des études antérieures révélant une diminution des volumes
cérébraux, du tronc cérébral et du pont chez les patients atteints du SW comparé a
des sujets sains du méme age (Hershey et al., 2012), suggérant donc un lien étroit
entre un dysfonctionnement des voies urinaires inférieures chez les patients atteints
du SW, une diminution du volume du pont et une qualité de vie impactée par ces
troubles urologiques (Rove et al., 2018).

Les traitements permettant de soulager le dysfonctionnement de la vessie des
patients comprennent les médicaments anticholinergiques et le sondage intermittent
(de Heredia et al., 2013), avec parfois une stimulation électrique a travers les muscles
de la vessie et de la physiothérapie (Urano, 2016). Une évaluation périodique des

anomalies urologiques, avec la mesure du volume d'urine résiduelle post-mictionnelle
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par échographie et des tests urodynamiques, sont recommandés. Des mesures
réguliéres sur des cultures d'urine sont également obligatoires pour une

reconnaissance rapide des infections.

7. Les troubles des systémes endocrinologiques et reproducteurs

Le SW s’accompagne également d'une insuffisance rénale chronique. Des
rapports ont révélé des complications rénales rapides chez certains membres de
familles atteints du SW (Korkmaz, 2018; Lim and Thai, 1990; Yuca et al., 2012). Un
cas atteint du SW a été décrit avec une insuffisance rénale terminale et nécessitait
une hémodialyse a I'age de 14 ans (Hasan et al., 2000). Des hypogonadismes
primaires et secondaires ont été rapportés fréquemment chez les patients masculins
(Barrett et al., 1995; Cremers et al., 1977; Homan and MacKay, 1987; Medlej et al.,
2004; Simsek et al., 2003). Pour les femmes, la fonction ovarienne est normale avec
seulement des ménarches retardées et des altérations du cycle menstruel rapportées
chez les patientes (Lou Frances et al., 2008; Medlej et al., 2004).

L'hypofonction hypophysaire semble avoir une origine hypothalamique et
comprend un déficit en hormone de croissance et une altération de la sécrétion de
corticotrophine qui agit sur la production du cortisol (hormone du stress) par les
glandes surrénales (Boutzios et al., 2011). La vitesse de croissance et le

développement pubertaire doivent étre soigneusement suivis.

8. Les anomalies additionnelles

Chez les patients, une atteinte respiratoire d’origine neurodégénérative est
retrouvée, causant dans la plupart des cas une insuffisance respiratoire aigué avec
des apnées obstructives du sommeil souvent mortelles (Urano, 2016). Bien qu’encore

mal documenté, le SW est associé dans certains cas a des anomalies cardiaques
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telles que des tachycardies sinusales ou des arythmies ventriculaires et atriales, des
troubles de la communication inter-auriculaire associée a une valvulopathie (Medlej et
al., 2004; Mir et al., 2016). Par conséquent, une surveillance cardiaque et
recommandée. Des troubles gastro-intestinaux sont également décrits tels que la
gastropareésie, la dysmotilité et I'incontinence intestinale (Urano, 2016). Une perte du
réflexe nauséeux, une diminution du goat et de l'odorat, une hypotension orthostatique
(baisse excessive de la pression artérielle en position debout), une anhidrose, une
hypo/hyperhidrose (insuffisance ou excés de sécrétion de sueur, respectivement), et
un trouble de la régulation thermique corporelle ont également été corrélés au SW

(Chaussenot et al., 2011).

lll. La génétique du syndrome de Wolfram

1. La prévalence

Le SW est une maladie autosomique récessive trés rare. Sa prévalence est de
1/770 000 au Royaume-Uni (Barrett et al., 1995), 1/710 000 au Japon (Matsunaga et
al., 2014), 1/100 000 en Amérique du Nord (Fraser and Gunn, 1977) et 0.74/1 000 000
en ltalie. Les prévalences les plus élevées sont retrouvées au Liban avec 1/68 000
(Medlej et al., 2004), ainsi que dans une petite région de Sicile (ltalie) avec 1/54 478
(Lombardo et al., 2014), probablement di aux taux élevés de consanguinité dans ces
régions. Par ailleurs, la prévalence du SW chez des patients Libanais diagnostiqués
comme ayant un diabéte de type 1 a été estimée a 4.8% (Medlej et al., 2004) contre
0.57% (Barrett et al., 1995) au Royaume-Uni. Le recensement du SW reste encore
difficile car ce syndrome n’est d'ordinaire diagnostiqué qu’aprés I'apparition du
deuxiéme symptdme, bien souvent lors du début de la deuxiéme décennie du patient,

et ceci plusieurs années aprés [I'apparition du diabéte sucré qui apparait
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majoritairement au cours de I'enfance (Barrett et al., 1995). Les patients sont souvent
initialement diagnostiqués a tort comme ayant un diabéte de type 1 (Zmyslowska et

al., 2014).

2. Le syndrome de Wolfram de type 1, le géne WFS1
a) Structure de WFS1 et de la wolframine

Plus de 90% des patients atteints de SW ont le syndrome de Wolfram de type
1 (SW1), causé par des mutations des deux alléles du géne nucléaire WFS1. Le géne
WFS1, situé sur le chromosome 4p16, se compose de 8 exons (33.4 Kb d'ADN
génomique) (Figure 4A) et code une glycoprotéine hydrophobe de 890 acides aminés,
la wolframine. L'exon 1 est non codant, les exons 2 a 7 sont de petits exons codants
et le plus grand exon, I'exon 8, mesure 2.6 Kb. La wolframine (100 KDa) est composée
d’'un domaine central hydrophobe de 9 segments transmembranaires dans la
membrane du réticulum endoplasmique (RE) et de 2 domaines hydrophiles a ses
extremités N et C terminales (Hofmann et al., 2003; Inoue et al., 1998) (Figure 4B).

WFS1 posséde un homologue dans une grande variété d'organismes tels que
I'Homme, le singe, le chien, le bceuf, le poisson zébre, le Xénope, la souris, le rat et la
poule. La séquence d'acides aminés est homologue a 86% entre I'Homme et la souris,

57% avec le poisson zébre et 25% avec la drosophile.
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Figure 4. WFS1 et la wolframine. (A) Le gene WFS1 contenant huit exons, et le nombre de paires de bases
(pb) de chaque exon est représenté ; I'exon 1 n'est pas codé. (B) Structure de la wolframine avec les emplacements
des neuf domaines transmembranaires représentés par des ovales bleus. Les nombres représentent les résidus
d'acides aminés. La partie verte et rouge de la protéine indique les extrémités N et C-terminales, respectivement.
Adapté de (Hu et al., 2021).

b) Mutations de WFS1

Les analyses génétiques chez les patients atteints du SW ont permis d’identifier
un large éventail de mutations (de Heredia et al., 2013).

Chez de nombreux patients ont été trouvées des mutations de perte de fonction
telles que des mutations stop, des mutations par décalage du cadre de lecture du géene
et des sites d'épissage, et des mutations faux-sens (Gémez-Zaera et al., 2001; Hardy
etal., 1999; Inoue et al., 1998; S. Bretschger et al., 2002; Strom et al., 1998) entrainant
une déplétion de 'ARNm ou de la wolframine, ou son expression défectueuse (de
Heredia et al., 2013). Une distribution aléatoire des mutations de WFS1 dans toute la
séquence codante a été revélée (Khanim et al., 2001), bien que d’autres études ont
montré une concentration dans I'exon 8 (Colosimo et al., 2003; Gasparin et al., 2009;

Hardy et al., 1999; Inoue et al., 1998; Strom et al., 1998).
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La majorité des mutations ont un mode de transmission autosomique récessif,
mais des mutations autosomiques dominantes sont également a 'origine du Wolfram-
like syndrome, et d’autres de surdités non-syndromiques (Fukuoka et al., 2007). Les
patients atteints de Wolfram-like syndrome développent une perte progressive de
l'audition, une atrophie optique et/ou une diminution de la régulation du glucose
(Eiberg et al., 2006; Fujikawa et al., 2010; Gurtler et al., 2005; Hogewind et al., 2010;
Rendtorff et al., 2011), notamment par la mutation faux-sens E864K présente dans
I'exon 8 (Eiberg et al., 2006). Certains patients développent également des troubles
psychiatriques (Eiberg et al., 2006; Fukuoka et al., 2007; Rigoli and Di Bella, 2012;
Valéro et al., 2008). La surdité autosomique dominante non syndromique 6 (Autosomal
dominant nonsyndromic hearing loss 6, DFNAG) est caractérisée par une perte auditive
non-syndromique (c’est-a-dire que le déficit auditif est le seul signe clinique observeé)
touchant les basses fréequences (Bramhall et al., 2008; Chaussenot et al., 2015;
Gongalves et al., 2014; Kunz et al., 2003; Lesperance et al., 2003; Noguchi et al.,

2005; Sun et al., 2011; Young et al., 2001).

c) Localisation subcellulaire de la wolframine

La wolframine est exprimée au niveau du RE (Takeda et al., 2001) mais pas
seulement car elle est également retrouvée dans la membrane de neuroblastomes
humains (Gharanei et al., 2013) et des granules sécrétoires de cellules f
pancréatiques de souris (Hatanaka et al., 2011). De plus, des études
immunohistochimiques et d'hybridation in situ dans I'oreille interne de souris ont révélé
que la wolframine réside également dans le réticulum canaliculaire (Cryns et al.,
2003a), une forme spécialisée de RE, qui est impliqué dans les mouvements

transcellulaires des ions pour le maintien de 'homéostasie cellulaire de l'oreille interne.
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d) Pattern d’expression de WFS1 chez 'Homme

L'expression de la wolframine est distribuée dans de nhombreux organes, avec
différents niveaux de localisation et d'expression tissulaire et cellulaire. Au stade feetal
(15 semaines), WFS1 est faiblement exprimé mais augmente progressivement dans
le temps pour atteindre un niveau d’expression stable aprés la maturité sexuelle (De
Falco et al., 2012). WFS1 est exprimé de maniéere ubiquitaire chez 'lHomme, mais des
niveaux d'expression particulierement élevés sont observés dans une variété de tissus
tels que les organes reproducteurs, les poumons, la vessie, le tissu adipeux, le cceur,
le cerveau, le pancréas, les muscles striés et lisses (De Falco et al., 2012; Hofmann
et al., 2003; Strom et al., 1998). Au niveau de I'ceil, expression de WFS1 a été relevée
dans les CGR, dans les différentes couches du nerf optique et dans I'épithélium
pigmentaire chez 'Homme et sur un modéle primate de type Macaca fascicularis

(Schmidt-Kastner et al., 2009; Yamamoto et al., 2006).

e) Régulation du stress du réticulum endoplasmique par WFS1

e.1. Le stress du réticulum endoplasmique

Le RE est un organite cellulaire pour la survie des cellules, jouant un role
essentiel dans la synthése, le repliement, I'assemblage et la modification des protéines
transmembranaires ou sécrétoires (Braakman and Bulleid, 2011; Schwarz and Blower,
2016). L’équilibre de ce systeme est fragile et peut étre perturbé par des processus
physiologiques tels que la biosynthése post-prandiale, ou pathologiques telles qu'une
carence calcique dans le RE, I'hypoxie, le stress oxydatif, la malnutrition, les agents
pathogenes infectieux, les cancers, les troubles neurodégénératifs et les maladies
meétaboliques (Kitamura, 2013; Oakes and Papa, 2015; Wang and Kaufman, 2014).

L’accumulation de protéines mal repliées a l'intérieur de la lumiére du RE ne pouvant
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pas étre traitée par la voie sécrétoire, une réponse adaptative cellulaire, appelée
Unfolded Protein Response (UPR), est alors activée afin de : (1) diminuer la
biosynthése des protéines pour réduire I'accumulation de celles-ci dans le RE, (2)
augmenter la biosynthése de protéines impliquées dans les processus de dégradation
des protéines associées au RE (ER-associated degradation, ERAD) et (3) augmenter
la biosynthése de protéines chaperonnes permettant de prévenir les dommages
cellulaires et les mécanismes apoptotiques (Ariyasu et al., 2017; Han et al., 2009;
Rutkowski and Kaufman, 2007).

Cependant, en condition pathologique avec un stress du RE chronique et élevé,
'UPR est incapable de réduire le stress et de récupérer I'noméostasie cellulaire,
amenant a des dommages irréversibles et a I'apoptose (Riahi et al., 2018; Rouzier et
al., 2017; Toppings et al., 2018).

Trois voies de signalisation sont impliquées dans I'UPR et sont initiées par la
dissociation de Binding immunoglobulin Protein (BiP) de trois effecteurs, nommés
RNA-activated protein kinase (PKR)-like endoplasmic reticular kinase (PERK),
Inositol-Requiring Kinase 1 (IRE1) et Activating Transcription Factor 6 (ATFG6)
(Bertolotti et al., 2000; Schroder and Kaufman, 2005) (Figure 5).

A I'état basal, ces trois protéines transmembranaires sont liées par leur partie
luminale a BiP et sont inactives (Bertolotti et al., 2000; Shen et al., 2002). Lors d'un
stress, BiP se dissocie de PERK, ATF6 et IRE1, entrainant leur activation (Almanza et
al., 2019).

La protéine IRE1 s’oligomérise, induisant I'autophosphorylation de son domaine
cytosolique (Shamu and Walter, 1996). IRE1a activé reconnait la structure tige-boucle
de 'ARNm de XBP1 contenant une séquence consensus (5-CUGCAG-3') et induit un

épissage en clivant 26 nucléotides introniques (531-556), formant un ARNm actif pour
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Figure 5. Les voies de signalisation de I'UPR. Les voies de signalisation de I'UPR sont médiées par 3
protéines transmembranaires du RE : IRE1, PERK et ATF6. En I'absence de stress du RE, BiP se lie au domaine
luminal des 3 protéines et inhibe leur activation. Cependant, lors d'un stress induit par I'accumulation de protéines
mal repliées, BiP se dissocie de ces protéines transmembranaires, entrainant par la suite une pléiade d’activation
de génes, permettant in fine la restauration de 'homéostasie cellulaire.

la transcription, appelé XBP1s. XBP1s se déplace alors vers le noyau cellulaire et
favorise I'expression d’'une variété de genes cibles de 'UPR, y compris les composants
d’ERAD, les protéines chaperonnes et les enzymes biosynthétiques lipidiques, afin de
restaurer I'hnoméostasie des protéines et favoriser la cytoprotection. En raison de son
activité endonucléasique, IRE1 induit la dégradation des ARNm localisés dans la
membrane du RE afin de diminuer leur traduction par un mécanisme appelé
Regulated-IRE1 Dependent Decay (RIDD) (Coelho and Domingos, 2014).

La protéine PERK, quant a elle, se dimérise et subit une trans-
autophosphorylation. Une fois phosphorylée, PERK phosphoryle eukaryotic Initiation

translation Factor 2a (elF2a), induisant sous cette forme I'atténuation de la traduction
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générale des protéines afin de diminuer I'activité biosynthétique du RE et ainsi
protéger la cellule de I'apoptose (Martindale et al., 2006; Schroder and Kaufman,
2006). Cependant, la traduction de certains ARNm est augmentée tels que ceux
codant pour Activating Transcription Factor 4 (ATF4) (Lu et al., 2004), ou encore
Apoptosis Antagonizing Transcription Factor (AATF) (Bruno et al., 2006, 2008; Ishigaki
et al., 2010). ATF4 induit I'activation de génes impliqués dans le transport et le
métabolisme des acides aminés, I'autophagie, la biosynthése du glutathion, mais induit
également ATF3 et C/EBP homologous protein (CHOP) (Harding et al., 2003).

Apres la restauration du stress du RE, Growth Arrest and DNA Damage-
Inducible Protein (GADD34) interagit avec protein phosphatase 1 (PP1) pour induire
la déphosphorylation de elF2a, restaurant la traduction des protéines (Harding et al.,
2009; Novoa et al., 2001).

ATFG6 est transloqué de la membrane du RE vers I'appareil de Golgi, ou il est
clivé en deux sites par site protease-1 (S1P) et 2 (S2P) (Ye et al., 2000). Son domaine
N-terminal se transloque vers le noyau cellulaire et favorise I'expression de génes
codant des protéines chaperonnes (HSPA5, HSPO0B1 et CALR), des composants
ERAD et X-box binding protein 1 (XBP1) afin d’'améliorer la capacité de repliement, de

traitement et de dégradation des protéines (Haze et al., 1999; Yoshida et al., 2000).

e.2. WFS1 et le stress du RE

C’est en 2005 qu’est mis en évidence I'implication de WFS1 dans 'lhoméostasie
du RE. En effet, il a été montré dans des cellules B pancréatiques de souris, une
augmentation des voies PERK et IRE1a en absence de WFS1 (Fonseca et al., 2005).

Par ailleurs, le stress du RE augmente I'expression de WFS1 (Ueda et al., 2005).
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Localisé a la membrane du RE, WFS1 a une fonction dans I'homéostasie du
RE en tant que régulateur négatif des voies UPR (Figure 6). En condition
physiologique, WFS1 régule le niveau d’expression protéique d’ATF6 par
l'intermédiaire de E3 HydroxyMethyl Glutaryl-Coenzyme A reductase degradation
protein 1 (HRD1), une ligase E3, en 'amenant a la dégradation par le protéasome
(Takeda et al., 2001). La forme clivée d'ATF6 se transloque vers le noyau et sa forme

non clivée est dégradée (Fonseca et al., 2010; Oslowski and Urano, 2011).
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Figure 6. La régulation négative des voies de I'UPR par WFS1. En condition physiologique, WFS1 recrute
le facteur de transcription ATF6 par I'intermédiaire de HRD1 et méne ATF6 a la dégradation protéasomique. En
condition de stress du RE, ATF6 se dissocie de WFS1 et subit une protéolyse, et sa partie amino soluble migre
vers le noyau cellulaire, ou il régule a la hausse les génes cibles du stress RE, tels que BiP, CHOP et XBP1. En
condition pathologique, WFS1 n’est plus fonctionnel, ATF6 échappe donc a la dégradation, entrainant une
hyperactivation chronique de la voie ATF6 menant a I'apoptose. AATF est induit par la voie PERK et active la
transcription du géne Akt1, conférant aux cellules une résistance au stress du RE. Egalement, une diaphonie
positive entre les voies AATF et WFS1 permet un cycle d’équilibre apoptotique. Enfin, WFS7 a une séquence de
type ER stress response element (ERSE) dans son promoteur et XBP1 régule indirectement I'expression de WFS1
via ce motif. Image adaptée de (Ishigaki et al., 2010).
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En condition de stress du RE, ATF6 se détache de WFS1 et régule les génes cibles
de la signalisation du stress du RE dans le noyau cellulaire. Une fois ’homéostasie
cellulaire restaurée, I'expression de WFS1 est alors induite, provoquant une
dégradation d'ATF6 (Oslowski and Urano, 2011).

Des études menées sur des cellules issues de patients atteints du SW ou de
souris Wfs1”~ ont montré que la perte de fonction de WFS1 méne a ce quATF6 ne
soit plus dégradé par le protéasome, conduisant alors a une hyperactivation de la voie
d’ATF6 quelles que soient les conditions de stress (Fonseca et al., 2010). ATF6 active
donc constamment les géenes qui favorisent I'apoptose cellulaire tels que Xbp1s, Atf4
et Chop et diminue I'expression des genes de l'insuline menant donc a la mort des
cellules B pancréatiques. En condition physiologique, I'expression de WFS1 est induite
lors de la sécrétion d'insuline, suggérant que WFS1 est un composant important du
repliement de la proinsuline et de son traitement dans le RE des cellules
pancréatiques (Fonseca et al., 2005, 2009; Lipson et al., 2006).

Par ailleurs, il a été montré un lien étroit entre les voies de signalisation WFS1,
AATF et un cycle auto-entretenu de mort cellulaire (Ishigaki et al., 2010). En effet,
AATF favorise la prolifération cellulaire en régulant la transcription de facteurs de
survie cellulaire (p53 et XIAP) (Bruno et al., 2006, 2008). Il est montré que I'expression
de WFS1 est diminuée dans les cellules AATF-Knockout (KO) (Ishigaki et al., 2010) et
en utilisant une analyse par puce a ADN dans des cellules SH-SY5Y transfectées avec
un vecteur exprimant XBP1, il a été prouvé que XBP1 est important dans I'activation
du promoteur de WFS1 (Kakiuchi et al., 2006, 2009). L'ajout de I'expression de I'AATF
a l'expression de XBP1 améliore donc I'activité du promoteur de WFS1, montrant que
le déficit en WFS1 en condition pathologique atténue la voie AATF et serait impliqué

dans la mort des cellules B pancréatiques (Ishigaki et al., 2010). Enfin, 'activation de
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I'autophagie en réponse a I'activation des voies de régulation du stress du RE est mis

en place afin de le stabiliser (Crouzier et al., 2022a).

f) Régulation du transfert calcique mitochondrial

f.1. L’homéostasie calcique cellulaire

Au sein des cellules eucaryotes, la concentration cytosolique de calcium (Ca?")
est étroitement contrdlée par des interactions complexes entre les pompes, les
canaux, les échangeurs et les protéines de liaison, et des changements relativement
faibles de sa concentration contrélent un trés grand nombre de processus biologiques,
tels que la contraction musculaire, la mémorisation, la fertilisation, la sécrétion, la
transcription des génes, I'autophagie, le trafic cellulaire, le métabolisme, la prolifération
et différenciation cellulaire ou encore I'apoptose (Berridge et al., 2000; Clapham,
2007).

L'augmentation du Ca?* intracellulaire peut étre provoquée par deux
mécanismes fondamentaux : la mobilisation du Ca* a partir des réserves
intracellulaires du RE, ou I'entrée du Ca?* venant du milieu extracellulaire (Figure 7).

Un des élément de la voie de signalisation calcique dépendante d'IP3, induisant
la mobilisation du Ca** & partir des réserves intracellulaires, est une protéine
transmembranaire du RE, le récepteur de I'inositol-1,4,5 triphosphate (IP3R). Lorsque
des agonistes solubles extracellulaires se lient aux récepteurs membranaires a activité
tyrosine kinase (RTK) et aux récepteurs couplés aux protéines G (RCPG), la
phospholipase C (PLC) s’active et catalyse I'hydrolyse du phosphatidylinositol 4,5
bisphosphate (PiP2) en diacylglycérol (DAG) et IP3. La liaison d'IP3 a son récepteur

induit son ouverture et la libération de Ca?* du RE dans le cytosol.
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Les récepteurs ionotropiques, sensibles a un ligand, sont des protéines
membranaires qui ouvrent un canal ionique gréce a la liaison d'un messager chimique
ou un neurotransmetteur. Pour exemple, le récepteur au glutamate de type acide N-
meéthyl-D-aspartique (RNMDA) est un récepteur ionotrope qui joue un role important
dans la régulation de la transmission synaptique excitatrice rapide et de la

neuroplasticité dépendante de I'activité (Dingledine et al., 1999). Ces canaux sont
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Figure 7. L’homéostasie calcique. L'homéostasie du Ca* est régulée par des mécanismes d'influx et d'efflux.
Suite a la liaison du ligand & RCPG et RTK, I'activation de la PLC déclenche la production d'IP3 et de DAG a partir
de PiP.. IP3 se lie aux récepteurs IP3 au niveau de la membrane du RE et ainsi le Ca?* est libéré dans le cytosol.
Inversement, le Ca?* présent dans le cytosol entre dans le RE par la SERCA. Le Ca? entre dans la matrice
mitochondriale via VDAC puis MCU et sa sortie dépend des échangeurs NCX et HCX. Les ions Ca?* sont
représentés par des points oranges, les ions Na2* par des points gris et les ions H* par des points rouges. Le ligand
présent dans le milieu extracellulaire est représenté par des boules jaunes. Abréviations : PiP, Phosphatidylinositol
4,5-phosphate ; PiP2, Phosphatidylinositol 4,5-biphosphate ; DAG, diacylglycerol ; RTK, récepteur tyrosine kinase ;
RCPG, Récepteur couplé aux protéines G ; PLC, phospholipase C ; CCE, entrée capacitive de calcium; PMCA,
membrane plasmatique Ca?* ATPase ; RE, réticulum endoplasmique ; MCU, uniporteur de calcium mitochondrial
; Rlono, récepteur ionotropique ; VDAC, canal anionique dépendant de la tension ; ATP, adénosine triphosphate ;
ADP, adénosine diphosphate ; MCU, absorption de calcium mitochondrial ; IP3R, récepteur inositol-1,4,5-
triphosphate ; NCX, échangeur Na*/Ca? ; HCX, échangeur H*/Ca?. Image adaptée de (Chami et al., 2007).
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hautement perméables au Na* et au Ca®" (Dingledine et al., 1999; Mayer and
Westbrook, 1987; McBain and Mayer, 1994). L'activation des RNMDA peut produire
une augmentation prolongée de la concentration intracellulaire de Ca** et déclencher
des voies de signalisation en aval (Dingledine et al., 1999; Mody and MacDonald,
1995).

Le récepteur de la ryanodine (RyR) est une protéine transmembranaire située
a la membrane du RE et est activée par la ryanodine et le Ca?*. L'épuisement des
réserves intracellulaire est suivi de I'afflux de Ca®** dans la cellule par des canaux
membranaires sélectifs pour Ca**, appelés Capacity Calcium Entry (CCE) (Putney,
1986).

La seconde voie induisant la mobilisation du Ca?* intracellulaire implique
I'ouverture des canaux Ca* de la membrane plasmique tels que les Voltage-Operated
Channels (VOC) qui s'ouvrent suite a une diminution du potentiel membranaire
(Bertolino and Llinas, 1992), les Receptor-Operated Channels (ROC) qui s'ouvrent
suite a la liaison d'un ligand externe (McFadzean and Gibson, 2002) et les Second
Messenger-Operated Channels (SMOC) qui s'ouvrent suite a la liaison d'un second
messager sur la surface interne de la membrane (Meldolesi and Pozzan, 1987).

Pour retrouver un niveau de calcium cytosolique initial, le Ca®* est éliminé du
cytosol par différentes voies notamment par Sarco-Endoplasmic Reticulum Calcium
ATPase (SERCA) qui pompe le Ca?* du cytosol vers le RE couplé & I'hydrolyse de
I'ATP en ADP, Plasma Membrane Calcium ATPase (PMCA) qui pompe le Ca?* du
cytosol vers 'espace extracellulaire et Na*/Ca®* exchanger (NCX) faisant sortir le Ca**
du cytosol vers le milieu extracellulaire. La mitochondrie peut accumuler du Ca** par
I'intermédiaire de 2 protéines transmembranaires : Voltage-Dependent Anion Channel

(VDAC) et Mitochondrial Calcium Uniporter (MCU). MCU est localisé au niveau de la
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membrane interne de la mitochondrie (Baughman et al., 2011; De Stefani et al., 2011)
et permet le passage du Ca®" du cytosol dans les mitochondries. L'efflux calcique
mitochondrial est induit par NCX et H/Ca®* exchanger (HCX) en utilisant I'entrée de
d’ions sodium (Na*) et d’hydrogéne (H*) dans la mitochondrie pour faire sortir le Ca**
de la mitochondrie vers le cytosol. Mais le réle de la mitochondrie ne s’arréte pas a
diminuer la surcharge en calcium cellulaire. En effet, I'entrée de Ca** dans la
mitochondrie et la faible affinité au calcium de MCU révélent que cette efficacité
d’entrée du Ca** dans la mitochondrie est favorisée par son emplacement stratégique

a proximité de 'ouverture des canaux Ca®* résidents du RE.

f.2. La communication RE-mitochondrie

Les membranes associées aux mitochondries (Mitochondria-Associated ER
Membranes, MAM) sont des points de contacts entre le RE et les mitochondries (Ruby
et al., 1969; Vance, 1990) hautement dynamiques, qui comprennent plus de 1000
protéines (Poston et al., 2013; Zhang et al., 2011) et participent a de multiples
processus cellulaires tels la stabilisation structurelle des MAM, les échanges de
phospholipides (Vance, 1990) et de Ca** (Carreras-Sureda et al., 2017; Hayashi and
Su, 2007; Hayashi et al., 2009; Raturi and Simmen, 2013; Rizzuto et al., 1998, 2004;
Walter and Hajnoczky, 2005). La synthése et le transfert de différentes classes de
lipides sont assurés par un contact étroit (10 nm) et des ponts protéiques entre le RE
et la mitochondrie. En effet, la majorité des phospholipides membranaires sont
synthétisés a la membrane du RE et distribués par la suite dans différents organites
pour leur permettre de fonctionner. Des contacts un peu plus grands (20 nm)
permettent des échanges calciques du RE vers la mitochondrie par IP3R et VDAC
(Danese et al., 2017). Des études antérieures ont montré que VDAC est lié a IP3R via

Glucose-regulated protein 756 (GRP75), un membre de la famille des heat shock
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protein 70 (HSP70), qui régule directement le transfert de calcium du RE vers les
mitochondries (Szabadkai et al., 20006).

L'entrée de Ca®" dans les mitochondries régule le métabolisme cellulaire par la
stimulation de 3 enzymes clés du meétabolisme mitochondrial : la cétoglutarate
déshydrogénase, lisocitrate déshydrogénase et la pyruvate déshydrogénase
phosphatase (Hansford, 1994). La stimulation de ces enzymes augmente la production
de NADH et FADH,, cofacteurs des enzymes des complexes de la chaine de transport
d'électrons mitochondriale, une activité accrue de la chaine respiratoire et une
augmentation du pompage de H" (Rizzuto et al., 2012).

Les MAM ont des fonctions cellulaires multiples, telles que le contréle de la
signalisation cellulaire (Mori et al., 2013), la bioénergétique mitochondriale (Rossi et
al., 2019), 'autophagie (Hamasaki et al., 2013), et I'inflammasome (Sutterwala et al.,
2014; Zhou et al.,, 2011). L’altération de la fonction des MAM est liée a un
dysfonctionnement mitochondrial menant au développement de nombreux troubles
neurodégénératifs comme la maladie d'Alzheimer (MA) (Area-Gomez et al., 2012), la
maladie de Parkinson (MP) (Ramalingam et al, 2019), la sclérose latérale
amyotrophique (SLA) (Parakh and Atkin, 2021), la maladie de Huntington (MH)
(Bezprozvanny and Hayden, 2004), ou encore I'noméostasie du glucose (Betz et al.,
2013), la résistance a l'insuline (Tubbs et al., 2014), l'infection virale (Horner et al.,
2011; Huang et al., 2012), le cancer (Bononi et al., 2013; Cerqua et al., 2010), 'obésité
(Arruda et al., 2014). Pour exemple, B-cell leukemia/lymphoma 2 (Bcl-2), une protéine
présente au niveau de la membrane mitochondriale externe et des MAM, a pour
fonction de favoriser la survie cellulaire en inhibant les protéines pro-apoptotiques.
Dans le cas de la SLA, Bcl-2 interagit avec les superoxide dismutase 1 'R

(SOD1%%R), SOD1%4"° et SOD1%%°R mutantes in vitro et avec SOD1°%** in vivo,
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perturbant alors I'activité d'IP3R en diminuant les niveaux de Ca®* du RE (Eckenrode
et al., 2010; Pasinelli et al., 2004; Pedrini et al., 2010). Aussi, les mutants SOD1°%*
et SOD1%%°R se lient & VDAC, réduisant la conductance de VDAC dans les lysats de

moelle épiniére de rat (Israelson et al., 2010).

f.3. WFS1 et la régulation du transfert calcique mitochondrial

WFS1 est présent a la membrane du RE au niveau des MAM (Angebault et al.,
2018; Delprat et al., 2019). Ces informations sont appuyées par de précédentes études
de WFS1 menées sur des fibroblastes humains (Zhang et al., 2011), de cerveaux de
souris (Poston et al., 2013) ou encore sur de cellules huh7 (Horner et al., 2011).

En condition physiologique, WFS1 interagit avec Neuronal Calcium Sensor 1
(NCS1) (Angebault et al., 2018; Delprat et al., 2019) et prévient sa dégradation. Avec
'lP3R, ces 3 protéines membranaires forment un complexe dont la fonction est de
faciliter le transfert de Ca®* entre le RE et la mitochondrie via VDAC et MCU, pour in
fine activer le cycle de Krebs et la chaine respiratoire mitochondriale (Figure 8). Les
mitochondries sont des organites essentiels pour le bon fonctionnement cellulaire.
Leur activité notamment dans le systéme nerveux central est impliquée dans la
différenciation neuronale, la neuroplasticité et la production de neurotransmetteurs
(Caicedo et al., 2021) et a l'inverse leurs altérations fonctionnelles participent au
développement de maladies neurodégénératives et aux  altérations
neurodéveloppementales (Khacho et al., 2019; Murphy and Hartley, 2018).

Dans le contexte pathologique du SW, les interactions structurelles entre le RE
et les mitochondries sont réduites, ainsi que l'expression de NCS1 dans les
fibroblastes de patients (Angebault et al., 2018). Dans cette méme étude est montrée
une altération du transfert calcique mitochondrial résultant de la diminution de la

libération de Ca?* dans le cytosol par le RE et/ou de la désorganisation structurelle des
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MAM. Ces dérégulations sont directement liées a la diminution de I'expression de
NCS1 chez les cellules dont WFS1 est non fonctionnel, entrainant une altération de
I'entrée de Ca?* dans la mitochondrie, et menant in fine & un déficit de la fonction
mitochondriale. En effet, certaines enzymes du cycle de Krebs ont besoin de Ca?* pour
générer les cofacteurs nécessaires aux complexes de la chaine respiratoire
mitochondriale et certains complexes eux-mémes (complexes |, Il et V) sont
dépendants du Ca?* (Angebault et al., 2018; Goguadze et al., 2019; Nakamura et al.,

2016).

g) Synthése et sécrétion protéique

Comme rapporté précédemment, WFS1 est exprimé dans les granules
sécrétoires d’insuline de cellules 3 pancréatiques de souris (Hatanaka et al., 2011) et
participe au repliement et au traitement de la proinsuline dans le RE des cellules 3
pancréatiques (Fonseca et al., 2005). Il a été montré que la déficience en WFS1 était
une conséquence directe de la perte des cellules B pancréatiques (Ishihara et al.,
2004) et également une atteinte du nombre de granules sécrétoires et un défaut
d’acidification expliquant le fait que la sécrétion d'insuline induite par le glucose est
profondément altérée (Hatanaka et al., 2011). Pour réguler le pH des organites
intracellulaires, certaines cellules expriment des V-ATPases au niveau de la
membrane plasmique, ou elles exercent des fonctions spécifiques telles que
I'acidification rénale, la résorption osseuse, I'hnoméostasie du pH cytoplasmique et la
maturation des spermatozoides (Forgac, 2007). WFS1 est capable d’interagir avec les
la pompe a protons V-ATPases par son extrémité N-terminale et une altération de
I'expression de WFS1 diminue I'expression de celles-ci (Gharanei et al., 2013). Elles
ont été impliquées dans un certain nombre de maladies humaines, notamment les

maladies rénales, les maladies osseuses et les métastases tumorales. WFS1 interagit

56



® o
®
g ° ~
O WFS1
@)] RE
_g IP,R
— NCS1
z
¥ VDAC
C
.0
=
© \
c MCU
@]
& ©
@
Ca” e
@ ® o
Mitochondrie ® ®
®
Ca%
E S & o o
O o *
= N ‘NFSl
8 IP;R
o
NCS1
=
e VDAC
©
[
>
w |
- MCU
o b
= v
5
o
o
O Ca*
®
Mitochondrie ®

Figure 8. Altération mitochondriale induite par la perte de fonction de WFS1. En condition
physiologique, WFS1 se lie a NCS1 pour former un complexe avec IP3R pour activer le transfert de Ca?* entre le
RE et la mitochondrie afin de promouvoir la fonction mitochondriale. Lorsque le complexe WFS1/NCS1/IP3R et
VDAC sont fonctionnels, le Ca?* est transféré de maniére optimale du RE vers la mitochondrie et ainsi activer le
cycle de Krebs et la chaine respiratoire mitochondriale. En condition SW, la perte de fonction de WFS1 entraine la
dégradation de NCS1, menant a un déficit du transfert de Ca?* du RE vers la mitochondrie et in fine a une altération
de la chaine respiratoire mitochondriale. Abréviations : RE, réticulum endoplasmique ; NCS1, neuronal calcium
sensor 1 ; IP3R, récepteur de l'inositol trisphophate ; Ca?*, calcium ; MCU, uniporteur de calcium mitochondrial ;
VDAC, Voltage-dependent anion-selective channel. Adapté de (Angebault et al., 2018).

également avec une autre pompe a proton, nommée ATPase Na'/K* (Zatyka et al.,
2008). C’est protéine transmembranaire dont l'activité enzymatique utilise I'énergie

issue de la dégradation de I'ATP en ADP et phosphate inorganique pour transporter
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des ions Na* et potassium (K*) afin de maintenir le potentiel de repos des cellules
nerveuses, musculaires et cardiaques, ou encore de rétablir I'équilibre initial apres un
potentiel d'action. Une diminution de l'expression de la ATPase Na'/K' a été
démontrée dans diverses affections notamment neurologiques (de Lores Arnaiz and

Ordieres, 2014).

3. Le syndrome de Wolfram de type 2, le géne CISD2

Une plus petite fraction des patients sont atteints de la seconde forme du SW,
le syndrome de Wolfram de type 2 (SW2), causée par des mutations du géne CDGSH
(Cys-Asp-Gly-Ser-His) iron-sulfur domain-containing protein 2 (CISDZ2). Les patients
porteurs de la mutation du géne CISDZ2 développent les mémes symptdémes que le
SW1 sauf le diabéte insipide, mais présentent d'autres symptémes, tels que des
ulcérations gastro-intestinales profondes, des saignements et des troubles de la

fonction plaquettaire (Amr et al., 2007; Mozzillo et al., 2014; Rondinelli et al., 2015).

a) Structure de CISDZ2 et de ERIS

Le géne CISD2, situé sur le chromosome 4924 (El-Shanti et al., 2000), se
compose de 3 exons (23 Kb d'ADN génomique) (Figure 9A) et code pour une protéine
de 135 acides aminés, ERIS (15 KDa), composée d'un unique domaine
transmembranaire au RE, un domaine cytosolique CDGSH a I'extrémité C terminale,
un cluster 2Fe-2S (Tamir et al., 2015) a activité redox, et de 2 domaines hydrophiles
a ses extrémités N et C terminales (Figure 9B). Les domaines a doigts de zinc sont
connus pour étre capables de se lier aux acides nucléiques, aux lipides et aux
protéines (Mackay and Crossley, 1998). Le géne CISD2 posséde un homologue dans
une grande variété d'organismes tels que 'Homme, les insectes, les poissons, les

amphibiens, les souris et les oiseaux (Chen et al., 2009a, 2010; Sengupta et al., 2018).
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Figure 9. CISD2 et ERIS. (A) Le géne CISD2 contient 3 exons avec un nombre de pb défini. (B) Structure de la
protéine ERIS avec un domaine transmembranaire représenté par un ovale bleu. La partie verte et rouge de la
protéine indique les extrémités N et C terminales, respectivement. Un domaine CDGSH (Cys-Asp-Gly-Ser-His),
contenant le motif 2Fe-2S, est présent dans I'extrémité C terminale de la protéine.

La séquence d'acides aminés est homologue a 96% entre I'Homme et la souris, a 98%

avec le poisson zébre et 71% avec la drosophile.

b) Mutations de CISD2

En condition physiologique, ERIS se localise a la membrane du RE, a la
membrane externe de la mitochondrie mais aussi aux MAM (Puca et al., 2001; Shen
etal., 2017; Wang et al., 2014). En condition SW, quatre mutations pathologiques dans
CISD2 ont été caractérisées. La mutation 1 (c.103 + 1G > A) aboutit a un épissage
aberrant de 'ARN sautant I'exon 1 et introduisant un codon stop prématuré (Cattaneo
et al., 2017; La Spada et al., 2018). La mutation 2 (c.109 G > C) aboutit a un épissage

aberrant de I'ARN supprimant I'exon 2 et introduisant un codon stop prématuré dans
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I'exon 3, conduisant finalement a une protéine tronquée avec seulement 25% du
transcrit protéique (Amr et al., 2007) et I'élimination compléte du motif 2Fe-2S. La
mutation 3 (c.215 A > G) dans le domaine CDGSH méne a des altérations structurelles
de la protéine (Rouzier et al., 2017). Enfin, la mutation 4 fait référence a une délétion
génomique entrainant la délétion de I'exon 2 et éventuellement aussi d'une partie non
connue de l'exon 3, conduisant a la non fonctionnalité du domaine CDGSH (Mozzillo
et al., 2014).

Les patients atteints de SW2 présentent un diabéte sucré juvénile, une atrophie
optique, une surdité neurosensorielle une dilatation des voies urinaires, une fonction
rénale altérée, un hypogonadisme et ulcére gastro-intestinal sévére, une tendance
hémorragique significative mais pas de diabéte insipide et une espérance de vie

réduite (Al-Sheyyab et al., 2001; Amr et al., 2007; EI-Shanti et al., 2000).

c) Pattern d’expression de CISD2

CISD2 est exprimé de maniere ubiquitaire, sous-tendant son role essentiel dans
le maintien de I'hnoméostasie cellulaire dans divers types de cellules et organes. Chez
la souris, il a été montré que CISD2 est exprimée dans le cerveau, et plus précisément
dans une grande variété de structures impliquées dans la mémoire, les émotions et la

coordination motrice (Lein et al., 2007).

d) Fonctions de CISD2

CISD2 joue un réle central dans la régulation de I'homéostasie mitochondrial,
les échanges entre le RE et les mitochondries et dans I'activation de l'autophagie et
de l'apoptose (Ait-EI-Mkadem et al., 2017). En condition physiologique, CISD2
maintient la fonction mitochondriale, inhibe la production d’espéces réactives de

'oxygene (Reactive Oxygen Species, ROS) et module I'hnoméostasie intracellulaire du
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Ca* en préservant 'activité de la SERCA, essentielle au transport de Ca?* du cytosol
vers le RE et in fine a ’'homéostasie cellulaire globale. En condition pathologique, le
déficit en CISD2 perturbe notamment I'homéostasie du Ca®*, la communication entre
le RE et les mitochondries et augmente le niveau de ROS. Ces altérations affectent in
fine la survie cellulaire et induisent I'apoptose (Shen et al., 2021).

Au niveau cellulaire, la perte de fonction de CISD2 accélére la mort des cellules
neuronales dans un modéle de souris transgénique développant la MA (Chen et al.,
2020), et également provoque une insuffisance cardiaque et une arythmie (Yeh et al.,
2019), entraine une stéatose hépatique et une stéatohépatite non alcoolique (Shen et
al., 2017), une dégénérescence des muscles et une sarcopénie (Wu et al., 2012).

Par ailleurs, les altérations fonctionnelles de CISD2 sont associées a divers
cancers tels que le cancer du sein, (Darash-Yahana et al., 2016; Sohn et al., 2013), le
cancer du col de l'utérus (Liu et al., 2014), le cancer gastrique (Wang et al., 2016) et
le carcinome épidermoide du larynx (Yang et al., 2016).

Enfin, CISD2 est impliquée dans I'espérance de vie. En effet, des souris CISD2
KO de 8 semaines ont montré une sénescence précoce et un vieillissement prématuré,
accompagnés d’'une dégénérescence cornéenne, des os et des poils plus fins et une
diminution de la masse musculaire (Chen et al., 2010). Des études in vitro ont révélé
que CISD2 est une protéine de la membrane mitochondriale externe. Ainsi, une
déficience en protéine CISD2 conduit a une dégénérescence mitochondriale, et les
mitochondries endommagées semblent induire une autophagie afin que les organites

dysfonctionnels soient éliminés (Chen et al., 2009b, 2009a).
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V. Les stratégies thérapeutiques dans le SW1

Le SW est un trouble systémique causé par un dysfonctionnement du RE et des
mitochondries sans aucun traitement disponible actuellement pour retarder ou encore
stopper la progression des différents symptémes. Cependant, de nombreuses pistes
thérapeutiques sont actuellement suivies, donnant espoir aux patients et a la
communauté scientifique quant a un futur traitement (Figure 10).

La mutation de WFS1 entraine la production d’une protéine non fonctionnelle,
menant a des déficits de transfert calcique et de régulation du stress du RE.

o Une des stratégies thérapeutiques est d’optimiser la structure de la
wolframine mutée produite par des traitements avec des molécules chaperonnes telles
l'acide 4-phénylbutyrique (PBA) et I'acide tauroursodésoxycholique (TUDCA). En
effet, une étude révéle un taux d’insuline plus faible et une activité accrue des voies
UPR chez des cellules productrices d'insuline issues de fibroblastes de patients
atteints du SW, et ces déficits sont restaurés par ces 2 molécules chaperonnes (Shang
et al., 2014).

o La seconde stratégie est de cibler la dérégulation de I'homéostasie
calcique. Pour cela, des stabilisateurs de transfert calcique ont été testés. Dans le SW,
I'activité des calpaines est stimulée, dii & une augmentation en Ca?* cytosolique. Des
cellules pancréatiques de rats Wfs7%C traitées avec un inhibiteur de la calpaine XI
(Calpain Inhibitor XI) ou I'lbudilast, voient leur niveau de Ca®* cytosolique se stabiliser,
ainsi que leur viabilité et la sécrétion d’insuline (Nguyen et al., 2020). A l'origine,
I'lbudilast permet de traiter des maladies des voies respiratoires pulmonaires, y
compris la maladie pulmonaire obstructive chronique et I'asthme (Kawasaki et al.,

1992).
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Molécules chaperonnes

PBA et TUDCA (Shang et al, 2014
Abreu et al., 2019)

Stabilisation de la conformation de WFS1,
amélioration du traffic de la Wolframine
mutée, suppression de l'aggrégation de
protéines mal repliées

Stabilisateurs du transfert calcique
-Calpain inhibitor XI (Nguyen et aI.,\ g

2020)

Stabilisation du niveau de Ca?* cytosolique
-Dantroléne (Kim et al,, 2011; Lu et al,,
2014)

Blocage du récepteur a la ryanodine
menant a la stabilisation du niveau de
Ca” du RE

-lbudilast (Benbow et al, 2012
Pallotta et al., 2019; Nguyen et al,
2020)

Blocage du clivage de 'AMPc, qui interagit
avec la voie du calcium et normalisation
des taux de Ca?* par interaction avec NCS1
-Pioglitazone (Akiyama et al., 2009)
Stabilisation de la libération de Ca?* par
inhibition de I'lP3R

-Rapamycine (Hara et al., 2013)

Réduit le Ca? cytoplasmique comme le
Pioglitazone

-Carbachol (Toots et al., 2018)
Mobilisation des réserves intracellulaires
de Ca* et augmentation de la sécrétion
d'insuline stimulée par le glucose

Mutation de WFS1

l

Wolframine
non fonctionnelle

Déficit de transfert
calcique mitochondrial

~

)/

Dérégulation du
stress du RE

T

Dysfonctionnement cellulaire

Apoptose

™~

Thérapie génique

-Transfection virale de WFS1T WT

(lway et al., 2006)

Expression de WFS1 WT dans les cellules
endommagées afin de produire la
Wolframine non mutée

Régulateurs du stress du RE

-Acide valproique (Kakiuchi et al.,
2009; Zhang et al., 2011, 2012; Sun et
al., 2016; Li et al., 2017)

Favorisation de l'expression de WFS1 et
protection contre l'apoptose

-Liraglutide (Danielpur et al., 2016;
Kondo et al., 2018; Toots et al., 2018)
Activation de la voie PERK-ATF4 et
atténuation de l'apoptose liée a la
dérégulation du stress du RE

Modulateur mitochondrial
-Surexpression de NCS1 (Angebault et
al.,, 2018)

Restauration de l'intéraction RE-
mitochondrie, du transfert de Ca?* et de la
fonction mitochondriale

Médecine régénératrice

-Thérapie de remplacement cellulaire
(Urano et al., 2014)

Remplacement des tissus endommagés
par la mutation de WFS1 (iPSC)

-MANF (Yagi et al., 2020)

Introduction d'une activité cytoprotectrice
dans les cellules endommagées pour
supprimer la neurodégénérescence

Figure 10. Stratégies thérapeutiques pour traiter le SW. La frise centrale décrit les différentes étapes
physiopathologiques du SW. Les stratégies thérapeutiques point par des fléches le déficit qu'elles ciblent
respectivement. Abréviations : WT, alléle sauvage ; RE, réticulum endoplasmique ; iPSC, cellule souche
pluripotente induite ; NCS1, Neuronal Calcium Sensor 1 ; MANF, Mesencephalic Astrocyte-derived Feurotrophic
Factor; IP3R, récepteur a I'lP3 ; PBA, 4-phenylbutyrate ; TUDCA, acide tauroursodeoxycholique. Adapté de (Abreu
and Urano, 2019).

C’est un inhibiteur non sélectif de la phosphodiestérase 4 (PDE4), avec pour
action de bloquer le clivage de I'adénosine monophosphate cyclique (AMPc) (Gibson
et al., 2006) impliquée dans la sécrétion d'insuline des cellules 3 pancréatiques (Landa
et al., 2005). Egalement, I'lbudilast normalise les niveaux de Ca®* par interaction avec
NCS1 (Benbow et al., 2012; Nguyen et al., 2020) et rétablit ainsi 'homéostasie
cellulaire.

Le dantroléne agit également comme stabilisateur des niveaux de Ca?* du RE

en bloquant les récepteurs de la ryanodine (Paul-Pletzer et al., 2001), canaux

calciques de la membrane du RE stimulant la sortie de Ca®* vers le cytosol (Luciani et
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al., 2009; Wei and Perry, 1996). Dans un contexte SW, le dantrolene prévient la mort
cellulaire dans les cellules neuronales progénitrices dérivées de cellules souches
pluripotentes induites (iPSC) en inhibant I'activité des calpaines (Lu et al., 2014). Son
indication thérapeutique premiére est un relaxant musculaire, prescrit pour la sclérose
en plaques, la paralysie cérébrale et I'nyperthermie maligne (Krause et al., 2004). Des
études récentes ont proposé un réle potentiel du dantroléne sodique comme traitement
des troubles neurodégénératifs, tels que la MH (Chen et al., 2011), l'ataxie
spinocérébelleuse (Bezprozvanny and Klockgether, 2009; Liu et al., 2009) et la MA
(Shi et al.,, 2019; Wang et al., 2017). Une récente étude a évalué l'innocuité, la
tolérabilité et I'efficacité du dantroléne sur des patients atteints du SW (Abreu et al.,
2021). Dans I'ensemble, le dantroléne a été trés bien toléré et, mis a part une légere
fatigue et une diarrhée, aucun effet indésirable cliniquement significatif n'a été signalé.
Les enfants de cette étude ont montré une tendance a des niveaux plus élevés de
peptide C, indicateur d’une forte production d'insuline endogéne par le pancréas,
stimulé aprés 6 mois de traitement au dantroléne. Les sujets adultes, en revanche, ont
montré une augmentation négligeable des niveaux de peptide C stimulé tout au long
de leur traitement, suggérant que le dantroléne pourrait étre plus efficace chez les
enfants, potentiellement di a une plus grande sous-population survivante de cellules
B pancréatiques fonctionnelles au cours de cette phase initiale du processus
pathologique. Les sujets adultes sécretent également de trés faibles niveaux
d'insuline, mais le dantroléne ne semble pas améliorer de maniére significative la
fonction de leurs cellules 3 pancréatiques. Actuellement, le dantroléne est en essai
clinique de phase 1b/2 (NCT02829268) pour traiter le SW (Washington University

School of Medicine, 2022).
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IP3R est une autre cible possible pour contrdler la libération de Ca®* du RE vers
le cytoplasme. La pioglitazone est une substance utilisée dans le traitement du
diabéte de type 2, agissant par affinité avec les Peroxisome Proliferator-Activated
Receptors (PPAR) dans les cellules adipeuses, du muscle et du foie, les rendant ainsi
plus sensibles a l'insuline. Elle a pour action d’agir en inhibant la libération de Ca®"
meédiée par I'lP3R a partir du RE (Hara et al., 2014). Dans un contexte SW, il a été
montré que la pioglitazone protégeait de I'apoptose les cellules B pancréatiques de
souris Wfs1*© (Akiyama et al., 2009), mais des effets secondaires importants sont
rapportés tels qu’une insuffisance cardiaque, de I'ostéoporose et un cancer de la
vessie (Lewis et al., 2011; Nissen and Wolski, 2010).

La rapamycine, un médicament stimulant I'immunité chez les personnes
atteintes d’un cancer et les personnes agées (Mannick et al., 2014), améliore le
diabéte, augmente la teneur en insuline et prévient I'apoptose des cellules
pancréatiques par un mécanisme similaire a la pioglitazone (Bachar-Wikstrom et al.,
2013), mais posséde lui aussi des effets secondaires.

Enfin, le carbachol, un agoniste muscarinique, est étudié comme traitement du
diabéte sucré chez les patients atteints du SW, car il améliore la sécrétion d'insuline
(Toots et al., 2019). Des études antérieures ont montré qu’un traitement au carbachol
restaure la sécrétion d'insuline chez des souris nourries avec un régime riche en
graisses (Ahrén et al., 1997) et chez des rats Goto-Kakizaki spontanément diabétiques
(Guenifi et al., 2001). Comme Il'acétylcholine, le carbachol se lie aux récepteurs
muscariniques M3, amenant ainsi a la production d'IP3 et de DAG, puis mobilisation
du Ca" intracellulaire par la liaison d’IP3 a IP3R sur la membrane du RE, menant in
fine a l'augmentation des niveaux de Ca** cytoplasmique, et donc une augmentation

de la sécrétion d'insuline (Molina et al., 2014).

65



o La troisieme stratégie thérapeutique est de cibler la dérégulation du
stress du RE causée par la production d’'une wolframine non fonctionnelle. L’acide
valproique est utilisé dans le traitement de troubles bipolaires, de I'épilepsie et de la
migraine (Johannessen, 2000; Johannessen and Johannessen, 2003; Rosenberg,
2007). La protéine p21(cip), un inhibiteur de la kinase cycline-dépendante, joue un réle
dans la prolifération cellulaire et la survie en condition physiologique. Dans des cellules
de neuroblastomes humain appauvries en WFS1, le niveau de p21(cip) est diminué,
induisant la mort cellulaire. L'acide valproique augmente I'expression de p21(cip),
inhibant ainsi 'apoptose (Gharanei et al., 2013). D’autres études ont révélé des effets
neuroprotecteurs de l'acide valproique tels que des effets neurotrophiques et la
favorisation de la croissance des neurites (Kakiuchi et al., 2009; Li et al., 2017). Ce
médicament antiépileptique est en essai clinique de phase 2 (NCT03717909) pour
devenir un futur traitement pour traiter la neurodégénérescence et les troubles visuels
développés par les patients atteints du SW (University of Birmingham, 2020).

Le liraglutide est un analogue du Glucagon-like peptide-1 (GLP-1), une
hormone intestinale qui augmente la sécrétion glucose-dépendante de l'insuline
(Drucker, 2018), inhibe la sécrétion de glucagon, et, par action hypothalamique, réduit
I'appétit et la prise alimentaire. Le liraglutide se lie et active donc le récepteur de GLP-
1, potentialisant de fagon glucose-dépendante la sécrétion d'insuline par les cellules 3
pancréatiques chez le modéle murin (Danielpur et al., 2016; Kondo et al., 2018; Toots
et al., 2018) et chez un patient atteint du SW (Kondo et al., 2018). Par ailleurs, le
liraglutide protége les CGR de l'apoptose et le nerf optique de la dégénérescence
(Seppa et al., 2019).

o La quatriéme stratégie est la régulation de la fonction mitochondriale.

WFS1, NCS1 et IP3R forment un complexe pour faciliter le transfert calcique du RE
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vers la mitochondrie (Angebault et al., 2018). En condition physiologique, WFS1
interagit avec NCS1 et empéche sa dégradation, et NCS1 favorise la modulation de la
fonction d’IP3R par une interaction directe, menant a un transfert optimal de Ca®* du
RE vers la mitochondrie et in fine a I'activation du cycle de Krebs et de la chaine
respiratoire mitochondriale. Dans un contexte SW, WFS1 est non fonctionnel et NCS1
partiellement dégradeé, altérant ainsi le transfert calcique et conduisant a un
dysfonctionnement bioénergétique mitochondrial et a I'apoptose (Angebault et al.,
2018). La surexpression de NCS1 par transfection dans des fibroblastes de patients
atteints du SW, inverse la plupart des déficits observés. En conséquence, le
modulateur mitochondrial, NCS1, est une cible médicamenteuse intéressante pour le
traitement le SW (Angebault et al., 2018).

o La cinquiéme stratégie est de remplacer les tissus endommagés des
patients atteints du SW. La priorité est d'améliorer la vie des patients notamment en
ralentissant/stoppant les symptomes les plus délétéres sur leur qualité de vie, tels que
la cécité et le diabéte. Pour cela, des études menées sur la thérapie régénératrice
utilisant des iIPSC issues de cellules de peau de patients permettrait de générer des
cellules différenciées telles des cellules B pancréatiques, des CGR ou encore des
cellules souches neurales a des fins de transplantation (Shang et al., 2014; Szot et al.,
2007; Urano, 2014). Aussi, par I'intermédiaire d’'un vecteur viral de type Adéno-associé
(AAV), le facteur de survie primaire Mesencephalic Astrocyte-derived Neurotrophic
Factor (MANF) pourrait étre utilisé en médecine régénérative. MANF est un facteur
de régénération dont son expression dans le RE des astrocytes est stimulé par le
stress du RE. Il a été montré que MANF active la prolifération des cellules 3
pancréatiques et protége contre I'apoptose induite par le stress du RE (Lindahl et al.,

2014; Petrova et al., 2003; Yagi et al., 2020). Par un vecteur AAV, MANF pourrait étre
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introduit dans des cellules de tissus particulierement sensibles a la perte de fonction
de WFS1, tels que les neurones, les cellules B pancréatiques et les cellules de la rétine
afin de diminuer la neurodégénérescence et améliorer la tolérance au glucose et
l'acuité visuelle.

o La derniére stratégie thérapeutique est la thérapie génique qui
permettrait de réintroduire le géne WFS1 de type sauvage par des systemes viraux
de type AAV dans les cellules endommagées chez les patients atteints du SW afin de
produire la wolframine non mutée et ainsi compensée l'expression de la protéine
mutée. La technologie d'édition génique CRISPR/Cas9 permettrait aussi de remplacer
les variants WFS1 pathogénes par des alléles WFS1 de type sauvage dans les iPSC

de patients (Abreu and Urano, 2019).

VI. Les différents modéles de la pathologie

Actuellement, il existe difféerents modeéles cellulaires et animaux. Chaque
modéle ne présentant qu’'une partie de la symptomatologie du SW, il est donc
important d’utiliser ces modéles en paralléele pour analyser les mécanismes

physiopathologiques du SW de la maniére la plus compléte.

1. Le modéle cellulaire

Les iPSC sont identiques aux cellules souches embryonnaires, mais sont
obtenues par reprogrammation génétique de cellules adultes différenciées telles que
des cellules sanguines, des fibroblastes cutanés, des cellules épithéliales, etc. Ces
cellules peuvent étre obtenues a partir de donneurs sains ou de patients. Pour étudier

la cause des déficits des cellules B pancréatiques dans le SW, des cellules
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productrices d'insuline ont été générées a partir de fibroblastes de patients atteints du
SW, et ces cellules B pancréatiques dont WFS1 est muté possédaient une activité
accrue des voies UPR corrélée a une dérégulation de la sécrétion d’insuline (Shang
et al., 2014). Récemment, une étude a permis de générer un nouveau modeéle
cellulaire dans le but de modéliser les atteintes neurologiques du SW. Pour cela, la
reprogrammation de fibroblastes de patients en neurones corticaux a été réalisée avec
une différenciation intermédiaire en cellules souches neuronales plus stables. Ces
cellules ont permis d’étudier le développement neuronal dans un contexte SW mais
également d’étudier I'effet pharmacologique de composés chimiques sur les déficits
cellulaires observés (Pourtoy-Brasselet et al., 2021).

La culture in vitro de fibroblastes est un moyen rapide d’obtenir des cellules
représentant parfaitement la physiopathologie du SW car celles-ci sont issues des
patients eux méme. L’étude de ces fibroblastes a donc permis d’identifier a travers
différentes mesures biochimiques une dérégulation de I'homéostasie calcique
mitochondriale, une altération de la fonctionnalité mitochondriale et la physiologie des
MAM (Angebault et al., 2018). Egalement, de nombreuses études ont induit plusieurs
modeéles in vitro du SW en induisant une déficience en WFS1 dans des cellules
immortalisées par transfection de small interfering RNA (siRNA) ou short hairpin RNA

(shRNA) dirigés contre WFS1.

2. Les modéles souris

Il existe différents modéles de souris transgéniques, soit portant des mutations
ponctuelles, soit des délétions entiéres ou partielles d’exon.

Le modéle souris Wfs12E°"? développe une intolérance au glucose en raison
d'une sécrétion d'insuline insuffisante et une perte progressive de cellules f3

pancréatiques est également observée. Les ilots isolés de souris mutantes ont
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présenté une diminution de la sécrétion d'insuline et de la réponse calcique cellulaire
en réponse au glucose, corrélées avec une apoptose accrue (Ishihara et al., 2004).
Une étude longitudinale sur 9 mois chez les souris Wfs1°5°" a révélé un
dysfonctionnement du systéme visuel, associé a 'activation de la signalisation UPR
(BiP et Ire1a) au niveau de la rétine, mais sans perte majeure de CGR (Wersinger et
al., 2014). Enfin, ces souris développent une altération de I'acidification intragranulaire,
une diminution de la densité des granules sécrétoires attachées a la membrane
plasmique dans les cellules B pancréatiques et une altération du traitement de la
proinsuline, en raison d'une augmentation du taux de proinsuline circulante (Hatanaka
et al., 2011).

Le modéle souris Wis12Ex0n8

portant le transgéne B-galactosidase a été généré
a l'aide d'une construction ciblant WFS1 et supprimant plus de 90% de I'exon 8 et 60%
de la séquence codante totale, incluant 8 des 9 domaines transmembranaires, soit
une délétion de 530 acides aminés sur 890. La caractérisation phénotypique de ces
souris a 3 mois révele des déficits d’apprentissage et de mémoire (Crouzier et al.,

2022a) et une anxiété plus marquée chez les souris femelles Wfs145x"

(Crouzier et
al., 2022a; Luuk et al., 2009). Une augmentation de la réponse au stress a été
soulignée dans cette lignée Wfs71°5°™ par une élévation nettement accrue de la
corticostérone plasmatique apres le stress (Luuk et al., 2009). D’autres études ont

12EB%0m8 e altération de la libération de

montré également chez les souris Wfs
dopamine (DA), compromettant la fonction du systéme dopaminergique (Matto et al.,
2011; Visnapuu et al., 2013). Ce déficit pourrait &tre di & l'altération du Ca®* observée
chez les souris déficientes en Wfs1 (Ishihara et al., 2004). Enfin, une étude a montré

sur cette lignée de souris des 6 semaines une diminution progressive de la tolérance
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au glucose, une perte concomitante des cellules (3 pancréatiques, une insuffisance
pancréatique en insuline et une architecture aberrante des ilots (Abreu et al., 2020)

Le modéle BWfs™ est un modéle de souris mutante comportant une
suppression conditionnelle de Wfs71 dans les cellules 3 pancréatiques en croisant des
souris dont la séquence codante de Wfs71 dans I'exon 8 est flanquée de sites loxP,
avec des souris exprimant la Cre recombinase sous le contréle d'un promoteur
d’insuline de rat (Rat Insulin Promoter, RIP2-Cre) (Riggs et al., 2005), empéchant donc
la transcription de Wfs7 dans les cellules B pancréatiques de ces souris. Ces souris
développent a 12 semaines une intolérance au glucose progressive et une carence en
insuline. L'analyse des ilots pancréatiques de ces souris a révélé une réduction de la
masse des cellules B pancréatiques, une apoptose accrue, une élévation d'un
marqueur de stress du RE (BiP et CHOP), et une dilatation du RE avec diminution de
la sécrétion de granules traduisant un défaut de sécrétion d'insuline par les cellules
pancréatiques vue par microscopie électronique (Riggs et al., 2005).

Le modéle Wfs15%# créé par le Dr Benjamin DELPRAT, posséde une mutation
faux-sens E864K dans I'exon 8 (c.2590GA, E864K) retrouvé chez 'Homme. C’est une
mutation de type Wolfram-like syndrome, induisant une modification structurelle de la
proteéine WFS1, qui provoque précocement chez [I'Homme une surdité
neurosensorielle a basse fréequence (Fukuoka et al., 2007), une atrophie optique et un
diabéte sucré (Eiberg et al., 2006). Certains des patients développent également des
complications psychiatriques (Eiberg et al., 2006; Fukuoka et al., 2007; Rigoli and Di
Bella, 2012; Valéro et al., 2008). Plus précisément, il est retrouvé une perte
progressive de l'acuité visuelle, une paleur du disque optique et un amincissement de
la rétine associés a une dégénérescence axonale (Jagodzinska et al., 2016). Ces

souris développent un déficit vestibulaire au 21° jour, une perte auditive au 23° jour,
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une surdité profonde et un syndrome vestibulaire sévére au 27° jour, et elles sont

totalement aveugles au 31° jour (données non publiées).

3. Le modéle rat

Un modele de rat Wfs7-exon5-KO232 possede une délétion de l'exon 5
entrainant la perte de 27 acides aminés de la séquence protéique de WFS1, développe
a 12 mois une intolérance progressive qui aboutit a un diabéte sucré avec une perte
de sécrétion d'insuline et une perte des cellules B pancréatiques (Plaas et al., 2017).
A 15 mois, une réduction des volumes médullaires liée & une dégénérescence, une
réduction du volume du nerf optique, une cataracte, des signes de gliose de la rétine
et une perturbation de la myéline dans le nerf optique sont observés (Plaas et al.,

2017).

4. Le modéle drosophile

Le géne wfs1 de la drosophile est le meilleur homologue protéique de WFS1
humain avec 25 % d'identité et 42 % de similarité dans la séquence primaire d'acides
aminés, sont de taille similaire (853 et 890 acides aminés, respectivement) et ont tous
deux neuf hélices transmembranaires. Des mouches exprimant Wfs7 RNAIi sous le
contrbéle d’un promoteur neuronal elav ont été créées (Sakakibara et al., 2018) : une
lignée mutante possédant une version tronquée en C-terminal de WFS1 et une
seconde lignée montrant une réduction de 60% de l'expression de son ARNm. Les
mouches présentent des déficits locomoteurs, une neurodégénérescence et une
durée de vie réduite mais aucune dérégulation du stress du RE n'a été mise en
évidence ainsi qu’une absence de dysfonctionnement mitochondrial (Sakakibara et al.,
2018). Ces modeles permettront de faire rapidement de la physiopathologie,

notamment en les croisant avec des modéles transgéniques pour des geénes
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responsables de pathologies humaines, et obtenir rapidement des informations

meécanistiques.

5. Les modéles poisson zebre

Du fait que 70% des génes du poisson zébre sont dupliqués, il est retrouvé deux
genes différents chez celui-ci, wfs1a et wfs1b. Par conséquent, deux mutants ont été
créés par llnstitut de technologie de Karlsruhe (Allemagne) et générés par

mutagenése ENU. La premiére lignée wfs1a“%%

a le géne wfsfa invalidé
(remplacement d'une cystéine par une codon d'arrét en position 825) et la seconde
lignée, wfs1b"*** a le géne wfs1b invalidé (remplacement d'un tryptophane par un
codon stop en position 493). A partir du croisement de ces deux lignées mutantes, une

troisiéme lignée a été générée, appelée wfs1ab*®

, pour laquelle les deux génes wfs1
ont été invalidés.

Comme ce modeéle est un modéle central dans ce travail de thése, nous avons
publié une revue intitulée Use of Zebrafish Models to Boost Research in Rare Genetic
Diseases (Crouzier et al., 2021), décrivant I'intérét des lignées poissons zébres et plus
précisément dans les maladies rares notamment par I'analyse de mécanismes
physiopathologiques et I'identification de futures molécules thérapeutiques. Les deux
maladies rares détaillées dans cette revue sont le SW et le syndrome de Dravet, dont
nos collaborateurs Jo Sourbron et Lieven Lagae sont des experts reconnus de cette
derniere.

Les outils actuels disponibles et leur utilité dans I'analyse phénotypique du
poisson zébre sont présentés, notamment dans le cadre de voies défectueuses

conduisant a des déficits locomoteurs, visuels, auditifs et a des phénotypes

épileptiques.
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Revue 1 : Use of Zebrafish Models to Boost Research in Rare Genetic Diseases

Lucie Crouzier, Elodie M. Richard, Jo Sourbron, Lieven Lagae, Tangui Maurice and

Benjamin Delprat

Résumeé

Les maladies génétiques rares constituent un groupe de pathologies dont les besoins
cliniques sont souvent insatisfaits. Méme si rare par une seule maladie génétique (de
1/2000 a 1/1 000 000), le nombre total de patients concernés représentent environ 400
millions de personnes dans le monde. La recherche de traitements reste difficile en
raison de la complexité de ces maladies, du faible nombre de patients et de la difficulté
dans la conduite des essais cliniques. Des stratégies de recherche préclinique
innovantes sont donc nécessaires. Le poisson zébre s'est révélé étre un modéle
animal puissant pour I'étude des maladies rares. Le poisson zébre combine des
caractéristiques conservées des vertébrés, un taux de reproduction élevé, des
exigences limitées en matiére d’élevage et a faible colt. Plus de 84 % des génes
humains responsables de maladies présentent un orthologue, ce qui suggére que la
majorité des maladies génétiques pourraient étre modélisées chez le poisson zébre.
Dans cette revue, nous mettons l'accent sur les avantages uniques du modéle de
poisson zebre par rapport aux autres modeéles in vivo, en soulignant en particulier la
capacité phénotypique a haut débit pour le dépistage thérapeutique. Nous présentons
brievement comment la génération de lignées transgéniques de poisson zébre par des
technologies de modulation génique peut étre utilisée pour modéliser des maladies
géneétiques rares. Ensuite, nous décrivons comment le poisson zébre peut étre
phénotypé a l'aide de technologies de pointe. Deux exemples prototypiques de
maladies rares illustrent la fagon dont les modéles de poisson zébre peuvent jouer un
réle critique dans la caractérisation des maladies génétiques rares et dans leur

utilisation pour identifier des solutions thérapeutiques innovantes.

International Journal of Molecular Sciences, 2021
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Chapitre 2. Neuronal calcium sensor-1 et récepteur sigma-1

I. Le Neuronal calcium sensor-1

Le Neuronal Calcium Sensor-1 (NCS1) a été identifié pour la premiére fois chez
la drosophile, sous le nom de Fréquénine (Angaut-Petit et al., 1993; Pongs et al.,
1993). Le géne codant pour la protéine NCS1 a été isolé dans une grande variété
d'organismes tels que la levure, C. elegans, la drosophile, le Xénope, les mollusques,
les crustaceés, le poulet, le bovin, la souris, le rat, le poisson-zébre et 'Homme (Blasiole
et al., 2005; Braunewell and Gundelfinger, 1999; Chen et al., 2002; Cox et al., 1994,
De Castro et al., 1995; De Raad et al., 1995; Gomez et al., 2001; Hamasaki-Katagiri

et al., 2004; Nef et al., 1995).

1. Structure de NCS1

Chez ’'Homme, NCS1 se trouve sur le chromosome 9 et se compose de 8 exons
codant pour une protéine de 190 acides aminés. La protéine NCS1 est une petite
protéine (22 KDa) de liaison au Ca** contenant 4 motifs en main EF (EF1, EF2, EF3
et EF4), motifs formeés respectivement de deux hélices a liées a une boucle formée de
12 acides aminés, dont 3 (EF2, EF3 et EF4) se lienta ca* (Bourne et al., 2001) (Figure
11). EF1 estincapable de se lier & Ca®* en raison d'une substitution Cys/Pro conservée
dans le motif de liaison au Ca®". L'appariement des motifs en main EF permet une
liaison de haute affinité au Ca** (Chazin, 2011; Cox et al., 1994), lui conférant la

propriété de capteur de Ca** (Treloar et al., 2005).
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Figure 11. Structure de NCS1 en absence de Ca?*. Le groupe myristoyle, représenté par des boules roses,
est attaché de maniére covalente a Gly2 et connecté & une structure étendue (résidus Gly2-Arg21) de I'extrémité
N-terminale, représentée en violet. NCS1 contient deux domaines comprenant quatre mains EF, avec EF1
représenté en vert (résidus 26-55) et EF2 en rouge (résidus 62-91), tous deux formant le domaine N-terminal ;
EF3 est représenté en cyan (résidus 101-130) et EF4 en jaune (résidus 146-175), formant le domaine C-terminal.
L'interface entre les deux domaines est établie par des interactions entre I'hélice 5 de EF2 et les hélices 6 et 7 de
EF3. Image issue de (Lim et al., 2011).

Les quatre mains EF sont appariées 2 a 2, divisant NCS1 en une paire N-
terminale (EF1 et EF2), liée a un groupe myristoyle, et une paire C-terminale (EF3 et
EF4). La glycine N-terminale de NCS1 est myristoylée par l'action de la N-
myristoyltransférase, permettant a la protéine de s'ancrer a la membrane cellulaire et
de maniére calcium dépendante (McFerran et al., 1999). La liaison de Ca** aux mains
EF 2 et 3 entraine un changement de conformation de la paire C-terminale (Bourne et
al., 2001; Heidarsson et al., 2012), renversant le groupe myristoyle séquestré au sein
d’'une poche hydrophobe, et I'exposant alors aux protéines cibles telles que
phosphatidylinositol-4-kinase 1B (PI4K IlIB) (de Barry et al., 2006 ; Haynes et al.,
2005), ADP-ribosylation factor-1 (ARF1) (Haynes et al., 2005 ; 2007), interleukin
receptor accessory protein like -1 (IL1RAPL1) (Bahi et al., 2003), le canal potentiel de

récepteur transitoire court 5 (Short transient receptor potential channel 5, TRPCS) (Hui
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et al., 2006), IP3R (Boehmerle et al., 2006 ; Schlecker et al., 2006), le canal calcique
dépendant de la tension P/Q (P/Q voltage-dependent calcium channel, Cav 2.1),
(Tsujimoto, 2002), le récepteur dopaminergique de type 2 (D2R) (Benkert et al., 2019;
Dragicevic et al., 2014) et le récepteur dopaminergique de type 3 (D3R) (Kabbani et
al., 2002), Calcium-dependent Activator Protein for Secretion (CAPS) (Haynes et al.,
2006), calcineurine (McFerran et al., 1999; Schaad et al., 1996), TGFBR1 (Haynes et
al., 2006), PDE (Schaad et al., 1996), voltage-gated potassium channel 4.2 (Kv4.2)
(Guo et al., 2002), GRK2 (Kabbani et al., 2002), clathrine adaptator 1 (AP1) et clathrine
adaptator 2 (AP2) (Haynes et al., 2006).

Pour exemple, des données biochimiques révelent que NCS1 est co-
immunopreécipité avec Kv4.3, appartenant a la famille des protéines
transmembranaires responsables du transport des ions potassium a travers la
membrane cellulaire des cellules excitables telles que les cardiomyocytes (Guo et al.,
2002). Kv4.3 est fortement et uniformément exprimé dans les ventricules de souris
adultes et NCS-1 co-immunoprécipite avec Kv4.3 a partir d'extraits de ventriculaires.
De plus, des études de co-expression ont révélé que NCS1 augmente les densités de
courant K" codées par Kv4 fonctionnel et diminue le taux d'inactivation du courant.
Prises ensemble, ces observations suggérent que NCS1 est une sous unité accessoire
des canaux Kv4 cardiaques, qui régulent le courant potassique transitoire cardiaque

(Guo et al., 2002).

2. Pattern d’expression de NCS1

Au niveau cellulaire, NCS1 est retrouvé dans les cellules endocriniennes,
cardiaques (Guo et al., 2002; Nakamura et al., 2003), musculaires lisses, le tissu du
tractus gastro-intestinal (Uhlén et al., 2015), le cortex cérébral (Chen et al., 2002),

I'hippocampe (Mun et al., 2015; Nakamura et al., 2017; Saab et al., 2009) et les cellules
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ganglionnaires de la racine dorsale (Averill et al., 2004). Au niveau de la rétine, NCS1
est présent dans le segment interne des photorécepteurs, les CGR et la couche
plexiforme interne chez le rat, le bovin et le poussin (De Raad et al., 1995; Reynolds
et al., 2001). Il est également retrouvé dans la corne centrale de la moelle épiniere
chez la souris (Olafsson et al., 1997) et dans les jonctions neuromusculaires chez la
drosophile au stade larvaire (Pongs et al., 1993).

Dans l'oreille interne de souris adulte, une immunocoloration de NCS1 a été
observée dans les systemes neuronaux efférentes et afférentes des terminaisons
nerveuses vestibulaires et cochléaires mais n'a pas été trouvée dans les cellules
ciliées vestibulaires et dans les cellules ciliées internes et externes cochléaires (Sage
et al., 2000).

Dans I'hippocampe, les neurones pyramidaux CA1-CA3 et les cellules
granulaires du gyrus denté expriment uniformément NCS1 (Paterlini et al., 2000).
NCS1 est retrouvé dans les neurones du cerveau antérieur, du cervelet, du
mésenceéphale et du tronc cérébral ainsi que dans les jonctions neuromusculaires et
le tectum optique (Nef et al., 1995). NCS1 est exprimé dans les synapses telles que
les terminaisons nerveuses motrices au niveau des jonctions neuromusculaires
(Garcia et al., 2005; Jeromin et al., 1999; Pongs et al., 1993). Chez 'homme, NCS1
est fortement exprimé dans le cerveau, avec un taux d’ARNm trés élevé dans le cortex
cérebelleux (Chen et al., 2002). Une forte expression a été également observée dans
le lobe temporal, occipital et frontal, le thalamus, I'amygdale et I'hippocampe et des
niveaux plus faibles ont été trouvés dans le cervelet, le putamen, le noyau caudé, la
moelle épiniere, la substance noire, le thalamus et le corps calleux. Seuls des traces
d'ARNm de NCS1 ont été détectées dans les reins, le cceur, l'intestin, les ovaires, les

testicules et la prostate (Chen et al., 2002).
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Au niveau subcellulaire, NCS1 est principalement localisé a la membrane
cellulaire (Ames et al.,, 2000; Weisz et al., 2000), et exprimé dans les somas
neuronaux, les dendrites et les terminaisons nerveuses (Martone et al., 1999; Olafsson

et al., 1997; Paterlini et al., 2000; Sage et al., 2000; Schaad et al., 1996).

3. Fonctions de NCS1

Les protéines neuronales capteurs de Ca®* sont la sous-famille de la super
famille de la calmoduline qui participent a la régulation de la transduction du signal
dans les neurones et les cellules photoréceptrices (Bourne et al., 2001; Burgoyne and
Haynes, 2012; Burgoyne and Weiss, 2001; McFerran et al., 1999; Weiss et al., 2010).

NCS1 est impliqué dans un large éventail de fonctions importantes. En effet, il
régule les canaux ioniques et les récepteurs postsynaptiques, et joue un rdle sur la
croissance des neurites et la transmission synaptique (Dason et al., 2009; Hui et al.,
2007; Pongs et al.,, 1993; Romero-Pozuelo et al., 2007; Saab et al., 2009). Plus
précisement, NCS1 joue un rble dans l'apprentissage et la mémoire, comme montré
chez un modéle C. elegans NCS1 KO (Gomez et al., 2001), et chez le modéle murin
NCS1 KO est noté un comportement anxieux/dépressif (de Rezende et al., 2014) et
une réduction de la motivation (Ng et al., 2016). Chez la souris, la surexpression de
NCS1 dans le gyrus denté stimule le développement de la mémoire spatiale
(Nakamura et al., 2017; Saab et al., 2009), du comportement exploratoire et de la
plasticité synaptique médiée par les récepteurs dopaminergiques (Saab et al., 2009).
La surexpression de NCS1 dans I'hippocampe de souris augmente la potentialisation
a long terme (LTP), et chez la Drosophile et le Xénope la surexpression induit une
facilitation chronique de la libération du neurotransmetteurs a la jonction

neuromusculaire (Olafsson et al., 1995; Pongs et al., 1993; Rivosecchi et al., 1994).
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L'interaction de NCS1 avec le récepteur de la dopamine D2 (Kabbani et al.,
2012) soutient l'implication de NCS1 dans la susceptibilité a la dépendance a la
cocaine (Multani et al., 2012) et l'efficacité de la thérapie de remplacement de la
nicotine (Dahl et al., 2006). Dans la MP, des niveaux élevés d'’ARNm de NCS1 ont été
mesurés dans les neurones de la substance noire (Dragicevic et al., 2014). Egalement,
I'expression ou la fonction aberrante de NCS1 a été impliquée dans la schizophrénie
et les troubles bipolaires (Koh et al., 2003), 'autisme (Handley et al., 2010; Ng et al.,
2020), et dans le syndrome de I'X fragile (Mansilla et al., 2017). Enfin, une étude sur
des neurones obtenus a partir de patients parkinsoniens hétérozygotes pour une
mutation ponctuelle (N370S) dans le géne GBA1 a montré que les niveaux protéiques

de NCS1 étaient inférieurs d'environ 40% comparé aux controles (Benkert et al., 2019).

4. NCS1 etle SW

Dans les fibroblastes humains, l'inactivation de NCS7 par siRNA a altéré
I'homéostasie du Ca** et la fonction mitochondriale, démontrant que NCS1 modulait
I'absorption de Ca?* mitochondrial et pouvait &tre une cible pour maintenir la fonction
mitochondriale et l'intégrité des MAM. De plus, la surexpression de NCS1, par
nucléofection, dans des fibroblastes de patients a restauré le déficit mitochondrial et
le niveau de Ca®" cytosolique au repos (Angebault et al., 2018).

Egalement, une étude a montré que dans des cellules 3 pancréatiques de rat
wfs1%©, la surexpression de NCS1, via la transfection d’'un plasmide avec de la
lipofectamine, a restauré la libération de Ca** du RE vers la mitochondrie et le niveau
de Ca®" cytosolique au repos (Nguyen et al., 2020). Une autre étude a montré que des
cellules B pancréatiques contréles présentaient une augmentation de I'expression de

1KO

NCS1, tandis que des cellules wfs présentaient une diminution, suggérant que
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l'interaction NCS1-WFS1 protege NCS1 de la dégradation, potentiellement par la
calpaine dépendante du Ca* (Fischer et al., 2020).

NCS1 exerce des fonctions similaires a celles de WFS1 : les deux protéines
régulent les niveaux de Ca?* cytosolique et la libération de Ca?* dépendante d'IP3R
(Ben-Shachar et al., 2004; Gromada et al., 2005; Przedborski et al., 1993), modulent
la morphologie neuronale et le développement neurologique (Cagalinec et al., 2016;
Fischer et al., 2021), interviennent dans la neuroprotection (Nakamura et al., 2006) et
sont également impliquées dans des maladies neurodégénératives et des troubles

psychiatriques au-dela du SW (Cryns et al., 2003b).

Il. Le récepteur sigma-1

Le récepteur sigma-1 (S1R), autre protéine résidente des MAM (Hayashi and
Su, 2007), assure 'homéostasie cellulaire en modulant notamment la communication
RE-mitochondrie (Brailoiu et al., 2016; Zhang and Cuevas, 2002; Zhemkov et al.,
2021). L'activité de S1R peut étre modulée par de petites molécules induisant des
effets thérapeutiques dans les maladies neurodégénératives (Mancuso et al., 2012;
Mavlyutov et al., 2013; Peviani et al., 2014).

La découverte de S1R remonte aux travaux de Martin et collaborateurs sur
I'existence de différents récepteurs opioides, décrits notamment en différenciant les
effets psychomimétiques uniques de la N-allylnormetazocine ((+)-SKF-10,047), des
effets de la morphine et de la kétocyclazocine, définissant respectivement les effets o,
M et x opioides (Martin et al., 1976). Les sites ¢ ont été rapidement sortis de la
classification opioide, leurs effets n'étant pas bloqués par la naloxone ou la naltrexone,

antagonistes opioides de référence (Vaupel, 1983). Mais ce n'est qu'en 1996 que S1R
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a été cloné a partir de foie de cobaye aprés purification et séquencgage partiel de la
protéine (Hanner et al., 1996), conduisant par la suite a l'identification d'homologues
humains (Kekuda et al., 1996), de souris (Pan et al., 1998; Seth et al., 1997) et de rat
(Mei and Pasternak, 2001; Seth et al., 1998) par criblage de bibliotheques d'ADNc ou

clonage.

1. Structure de sigmar1 et de sa protéine

Le géne sigmar1, codant S1R, est situé sur le chromosome 9p13 (Prasad et al.,
1998). Le géne contient 4 exons intercalés par 3 introns (Prasad et al., 1998) (Figure
12A). L'exon 1 contient la région non traduite 5’ et une partie de la séquence codante
de la protéine. L'exon 2 code pour la région qui contient le domaine transmembranaire
putatif. L'exon 3 est le plus court. L'exon 4 est le plus long et contient la région 3’ non
traduite et une partie de la séquence codante de la protéine. L’exon 4 contient
également le signal de polyadénylation AATAAA, celle-ci permettant la protection de
'ARNm contre la dégradation, le transport nucléo-cytoplasmique et enfin dans le
recrutement du ribosome pour permettre sa traduction en protéine (Seth et al., 1997).

L'ADNc de sigmar1 humain mesure 1 653 pb de long, avec une séquence
codante de 672 pb. La région codante est flanquée d'une région non codante en 5’ de
59 pb eten 3’ de 922 pb. Le motif de séquence d'acides aminés MQWAVGRR, présent
a l'extrémité N-terminale de la protéine, est un signal de rétention a la membrane RE
(Schutze et al., 1994).

La protéine S1R est hautement conservée dans diverses especes de
mammiféres avec plus de 90% de similarité dans les séquences d’acides aminés.
(Seth et al., 1998). C’est une petite protéine de 25 KDa dont la conformation dans les
membranes cellulaires est apparue sous 2 formes en fonction des études

biochimiques de S1R. D’une part, elles ont montré I'existence de deux segments
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Figure 12. Représentation du géne sigmar1 et de sa protéine. (A) Le géne sigmar1 contenant quatre exons, et
le nombre de pb de chaque exon est représenté. (B) A gauche, la structure de la protéine S1R avec les 2 domaines
hydrophobes transmembranaires représentés par des ovales bleus. Les nombres représentent les résidus d'acides
aminés. La zone rose correspond a SBDLI et la zone jaune correspond & SBDLII. La partie verte et rouge de la
protéine indique les extrémités N et C-terminales, respectivement. A droite, la structure cristallographique de S1R
avec un ligand représenté en jaune. Adapté de (Laurini et al., 2017) et (Schmidt et al., 2016), respectivement.

transmembranaires hélicoidaux hydrophobes, reliés entre eux dans le compartiment
extracellulaire par une boucle d'environ 50 résidus d'acides aminés avec ses
extremités N et C terminales orientées vers le cytoplasme (Aydar et al., 2002; Hayashi
and Su, 2007; Laurini et al., 2017), alors que la structure cristallographique plus
récente de S1R ne rapporte qu'un seul segment transmembranaire (Schmidt et al.,
2016) avec des extréemités N et C terminales face a la lumiére du RE (Hayashi and Su,
2007; Mavylutov et al., 2018) (Figure 12B). Egalement, la partie C-terminale de la
protéine contient 2 domaines de liaisons aux stéroides, nommes sterol-binding domain

like-1 (SBDLI) et sterol-binding domain like-II (SBDLII) (Pal et al., 2007). Les 2 formes
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de S1R sont considérées comme valides et apportent des informations quant a la

pharmacologie de la protéine.

2. Pattern d’expression de S1R

S1R est distribué dans différents organes tels que le tube digestif (Samovilova
and Vinogradov, 1992), le foie (Dumont and Lemaire, 1991; Hellewell et al., 1994,
Maurice et al., 1996), les reins (Hellewell et al., 1994), le cceur (Ela et al., 1994; Jansen
et al., 1992) et les organes sexuels (Jansen et al., 1992). Des taux élevés de S1R ont
été relevé dans des neurones du bulbe olfactif sur des rats, dans les noyaux
hypothalamiques, le septum, le gris central, certains noyaux moteurs du cerveau
postérieur et la corne dorsale de la moelle épiniére. Des cellules intensément
immunomarquées ont été observées dans I'hippocampe, en particulier dans le gyrus
denté, et les cellules modérément marquées étaient localisées dans le noyau
accumbens (Alonso et al., 2000). Au niveau subcellulaire, S1R est localisé dans la
membrane plasmique, la membrane mitochondriale et le RE (Hayashi and Su, 2007;
McLean and Weber, 1988). Lors de son activation, S1R est transloqué du RE, soit a
la membrane plasmique, soit a la membrane nucléaire (Hayashi and Su, 2001; Morin-

Surun et al., 1999).

3. Implication de S1R dans les pathologies, notamment neurodégénératives

De nombreux travaux chez la souris S7%° ont permis de mettre en évidence
limplication de S1R dans différents types cellulaires. Au niveau cardiaque, un
dysfonctionnement systolique progressif a été noté (Abdullah et al., 2018). Au niveau
hépatique, les souris S1R KO possédent une augmentation des marqueurs de stress
oxydatif (Pal et al., 2012), tels que le glutathion et le glutamate mais aussi une

augmentation de l'alanine, de la glutamine, de I'acide lactique, de 'AMP, du myo-
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inositol et de la bétaine, qui sont des signes de stress oxydatif mais aussi d'une
augmentation de la défense contre le stress oxydatif.

Des expériences menées dans les années 1990 ont révélé une tres forte
expression de S1R dans de nombreuses lignées cellulaires tumorales issues de divers
tissus cancéreux humains (Aydar et al., 2004; Vilner et al., 1995). Une étude a montré
que la surexpression de S1R, retrouvée dans les lignées cellulaires d'hépatome,
pouvait entrainer une augmentation de la prolifération des hépatocytes et de la
stéatose comme retrouveé chez les patients atteints de tumeurs hépatiques bénignes
stéatosées (HCA) (Villemain et al., 2020). Egalement, l'inactivation de HNF1a, une
caractéristique majeure des HCA (Nault et al., 2017), entraine la surexpression de
S1R dans le foie de souris, probablement par une liaison direct de HNF1a sur le
promoteur de sigmar1, suggérant que S1R pourrait étre une cible potentielle dans le
traitement des cancers mais aussi de la stéatose hépatique (Villemain et al., 2020).

Concernant le systéme nerveux central, des altérations de la mémoire spatiale
de travail (Chevallier et al., 2011), la mémoire a long terme (Xu et al., 2017), et
topographique (Crouzier et al., 2020) ont été notées chez les souris S7° comparés
aux controles. Elles présentent aussi une augmentation de I'anxiété (Chevallier et al.,
2011; Sabino et al., 2009) probablement induite par une dérégulation de la réponse au
stress du RE, ainsi qu’'une diminution de la coordination motrice (Mavlyutov et al.,
2010). Au niveau cellulaire, les souris S1/%° développe une altération de la survie des
nouveaux neurones (Sha et al., 2015) et une diminution de la densité des neurites
(Crouzier et al., 2020). Une dérégulation de la voie NMDA (Sha et al., 2013) et de
l'activité de I'axe HPA (Di et al., 2017), une diminution de la forme phosphorylée du

récepteur des glucocorticoides et de la protéine kinase C (PKC) (Kotitschke et al.,
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2009), et une neurodégénérescence progressive des neurones dopaminergiques
(Hong et al., 2015) sont retrouvées a différents stade de développement.

Des troubles des jonctions neuromusculaires sont également notés tels qu'une
diminution de la force musculaire (Bernard-Marissal et al., 2015; Hong et al., 2017) et
du potentiel d’action dans les motoneurones (Mavlyutov et al., 2013), une diminution
de la contractilité des myotubules (lonescu et al., 2019) corrélée avec un déficit de
transport rétrograde du Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF) dans les
motoneurones (lonescu et al., 2019), un raccourcissement des axones des
motoneurones, une augmentation de la mort cellulaire, et un défaut de signalisation
calcique et métabolique des mitochondries dans les motoneurones (Bernard-Marissal
et al.,, 2015). Ces études révelent I'impact de perte de fonction de S1R sur la
dégénérescence des motoneurones et la modulation de son activité pourrait étre une
stratégie thérapeutique pour traiter les maladies du motoneurone.

Au niveau de I'ceil est noté une perte des cellules de la couche des CGR lors
d'un stress induit (Mavlyutov et al., 2011), une dégénérescence axonale du nerf
optique (Ha et al., 2012), un électrorétinogramme anormal (Ha et al., 2011a) et une
diminution de la concentration en BDNF mature dans la rétine (Mysona et al., 2018).
Ces résultats montrent que la physiologie de la rétine dépend fortement de S1R pour
réguler le stress cellulaire.

Les agonistes S1R sont anti-amnésiques et neuroprotecteurs (Antonini et al.,
2009; Earley et al., 1991; Hindmarch and Hashimoto, 2010; Maurice and Privat, 1997,
Maurice et al., 1994a; Ruscher et al., 2011), comme par exemple dans des modéles
de maladies neurodégénératives telles que la SLA (lonescu et al., 2019; Mancuso et
al., 2012; Ono et al., 2014; Peviani et al., 2014), la MA (Fisher et al., 2016; Goguadze

et al., 2019; Hall et al., 2018; Maurice and Goguadze, 2017; Meunier and Hayashi,
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2010; Ryskamp et al., 2019), la MP (Francardo et al., 2014, 2019), la MH (Bol’'shakova
et al.,, 2017; Garcia-Miralles et al., 2017; Geva et al., 2016; Kusko et al., 2018;
Ryskamp et al., 2017; Squitieri et al., 2015), le SW (Crouzier et al., 2022a), ou encore
les accidents vasculaires cérébraux (Allahtavakoli and Jarrott, 2011; Ruscher et al.,
2011, 2012; Urfer et al., 2014) et les traumatismes craniens (Dong et al., 2016).
L'ensemble de ces observations montre que la suppression de S1R induit de

nombreuses altérations et variées, tant au niveau comportemental que cellulaire.

4. Oligomérisation de S1R

Un agoniste est une molécule qui interagit avec un récepteur, naturellement
activé par son ligand endogene, en imitant I'action de celui-ci et en exergant ainsi une
action physiologique similaire. Un antagoniste se fixe sur le récepteur mais n'induit pas
d'action et, par compétition, bloque l'action de l'agoniste. Concernant S1R, des
expériences comportementales sur les animaux ont permis d’identifier différents
antagonistes tels que le NE-100 et I'halopéridol, et des agonistes comme le (+)-
SKF10047, le PRE-084, la (+)-pentazocine, I'imipramine, la fluvoxamine et le di-o-
tolylguanidine (Hashimoto, 2009; Matsumoto et al., 1995; Maurice et al., 1994a, 1998;
Narita et al., 1996; Okuyama et al., 1995; Wang et al., 1987; Yagasaki et al., 2006).

Les ligands peuvent étre aujourd’hui qualifiés antagonistes ou agonistes S1R
par un test in vitro lié a la capacité de S1R de chaperonner BiP et donc des agonistes
de dissocier S1R de BiP. Par exemple, la (+)-pentazocine, le (+)-SKF10047, le PRE-
084, la cocaine, la fluoxetine, la progestérone et la prégnénolone sont des agonistes
de S1R, et le NE-100 et le rimcazole des antagonistes (Hayashi and Su, 2007).

S1R existe sous plusieurs formes oligomériques, comme montré initialement
par l'utilisation d’'un marqueur radioiodé, le 1-N-(2',6'-dimethyl-morpholino)-3-(4-azido-

3-['**Iliodo-phenyl)propane (['®I]IAF), révélant la forme oligomérique de S1R a la
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membrane de cellules hépatiques de rats (Pal et al., 2007). Ce changement de
conformation de S1R est responsable de sa liaison a différentes protéines et peut se
présenter sous plusieurs formes selon le type d’interaction (Schmidt et al., 2018). Des
études de transfert d'énergie par résonance de fluorescence (FRET) ont confirmé
I'existence de plusieurs états oligomeres et révélent que les agonistes stabilisent les
espéces de faible poids moléculaire (monomere), tandis que les antagonistes
favorisent les oligoméres (Gromek et al., 2014; Mishra et al., 2015). Une gamme
d'états d'oligomérisation de S1R a été confirmée par chromatographie d'exclusion de
taille avec diffusion de la lumiere multi-angle et par électrophorése sur gel de
polyacrylamide, dont la masse moléculaire des oligoméres varie d’environ 140 KDa a
400 KDa (Schmidt et al., 2016). De plus, la cristallisation aux rayons X a montré que
S1R humain existait sous forme de trimére avec un domaine transmembranaire et un
site de liaison de ligand dans chaque protomére (Schmidt et al., 2016). Ce changement
de conformation de S1R pourrait conduire aux différentes réponses fonctionnelles.
L'oligomeérisation de S1R est induit par son motif GXXXG correspondant aux
résidus d'acides aminés 87-91. Il a été montré que des mutations dans cette région
provoquent un déplacement vers I'état monomere de S1R, associé a une diminution
significative de la liaison du ligand, suggérant que I'affinité du ligand a S1R dépendrait
des processus d’oligomérisation de S1R (Gromek et al., 2014; Ortega-Roldan et al.,
2015). La séquence a l'origine de d'oligomérisation est hautement conservée parmi
les espéces, confirmant son importance physiologique (Schmidt et al., 2016).
L’extrémité C-terminale de S1R (acides aminés 110 a 223) posséde des
fonctions de chaperon (Hayashi et Su, 2007 ; Wu et Bowen, 2008) et permet
l'interaction avec BiP (Ortega-Roldan et al., 2013). De plus, la conversion des états

oligoméres de S1R en monomeéres ameliorerait sa capacité de liaison aux protéines
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partenaires, y compris BiP, car davantage d'extrémité C-terminale de S1R sont
exposees sous la forme monomeére. Une récente étude a montré que I'halopéridol,
antagoniste de S1R, favorise I'hnomomérisation de S1R et par conséquent diminue
l'interaction de S1R avec BiP, tandis que la pentazocine, un agoniste de S1R, favorise
la production de monomeéres et par conséquent augmente cette intéraction (Yano et

al., 2018).

5. Les différentes interactions protéiques avec S1R

De par sa localisation et la nature de ses interactions protéiques, S1R est un
modulateur avec de multiples manifestations fonctionnelles. Sur le RE, S1R réside
principalement au niveau des MAM (Hayashi and Su, 2007) mais est aussi capable de
se déplacer vers la membrane plasmique afin d’interagir avec les canaux ioniques,
des kinases et d'autres récepteurs (Chu and Ruoho, 2016; Su et al., 2010). S1R peut
également se transloquer au niveau de I'enveloppe nucléaire (Mavlyutov et al., 2015;
Tsai et al.,, 2015), ou celui-ci se lie a I'émerine pour recruter des molécules de
remodelage de la chromatine et régule la transcription des génes (Tsai et al., 2015) ou
interagit directement avec des protéines aux pores nucléoplasmiques et les stabilise
(Lee et al., 2020). Enfin, S1R interagit avec d'autres protéines membranaires ou
solubles, y compris dans le cytosol (Hayashi et al., 2012; lvanova et al., 2014).

A la membrane plasmique (Figure 13), S1R interagit et module directement
les canaux ioniques a détection d'acide (Acid-Sensing lon Channels, ASICs), qui sont
des senseurs du pH ambiant, activés en cas d'acidit¢ du milieu (Vullo and
Kellenberger, 2020). La sous unité ASIC1a, qui a une perméabilité élevée au Ca**, est
impliquée dans un certain nombre de processus physiologiques tels que la plasticité
synaptique, la peur, I'apprentissage et la mémoire (Wemmie et al., 2002, 2003, 2004).

L'inhibition des ASIC1a par S1R est un composant potentiel des propriétés
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neuroprotectrices des récepteurs sigma, car il a été démontré que l'activation de
I'ASIC1a contribuait aux Iésions induites par les arréts vasculaires cérébraux (Xiong et

al., 2004).

Plasma membrane

iy

ASIC Kv1.2 Kvl1.3 Kv2.1 Navl.5 hERG NR1 D1R D2R MOR CB1R TrkB PDGFR

Figure 13. Différents interacteurs démontrés de S1R. S1R est représenté en gris avec ces 2 domaines
transmembranaires a cbté de chaque protéine avec qui S1R interagit. Abréviations : ASIC, acid-sensing ion
channel ; Kv1.2, Kv1.3 ,and Kv2.1, voltage-gated potassium channel ; Nav1.5, voltage-gated sodium channel ;
hERG, human ether-a-go-go related gene ; NR1, NMDA receptor subunit 1 ; D1R, dopamine receptor 1 ; D2R,
dopamine receptor 2 ; MOR, mu opioid receptor ; CB1R, cannabinoid receptor 1 ; TrkB, Tropomyosin receptor
kinase B ; PDGFR, platelet-derived growth factor receptor. Image rognée issue de (Su et al., 2016).

Des études ont montré un lien direct entre S1R et les canaux potassiques
voltage-dépendants. Ces canaux sont des canaux spécifiques au potassium présents
dans la membrane cellulaire, qui jouent un réle important dans la repolarisation aprés
le passage d'un potentiel d'action dans les tissus excitables tels que les neurones ou
les muscles. L'activation de S1R améliore le trafic des canaux Kv1.2 vers la membrane
plasmique dans le noyau accumbens et le cortex préfrontal, médié par l'interaction
S1R-Kv1.2 et l'injection in vivo de cocaine induit la translocation de S1R vers la
membrane plasmique pour s’associer a Kv1.2 et augmente le courant Kv1.2 dans les
neurones du noyau accumbens via cette interaction (Kourrich et al., 2013).

Les canaux sodiques voltage-dépendants sont responsables de l'initiation du
potentiel d’action et de sa propagation dans les cellules excitables, telles que les
cellules nerveuses, musculaires et neuroendocrines. L'activation S1R modifie
I'excitabilité neuronale par ses interactions avec les canaux sodiques voltage-

dépendants. En effet, il a été montré que les ligands S1R tels que I'halopéridol, la (+)-

92



pentazocine et le SKF-10047 dissocient S1R des voltage-gated potassium channels
1.5 (Nav1.5), inhibant leur activité (Johannessen et al., 2009 ; Balasuriya et al., 2012).
Des études utilisant I'i'magerie par AFM ont fourni des preuves de I'association directe
entre S1R et Nav1.5 (Balasuriya et al., 2012). Les agonistes S1R limitent également
I'excitabilité en inhibant d'autres canaux Nav, notamment Nav1.2 et Nav1.4 (Gao et
al., 2012; Johannessen et al., 2009).

Le récepteur mu-opioide (MOR) est un récepteur couplé aux RCPG qui contrdle
sélectivement la perception des signaux sensoriels nociceptifs (Diaz et al., 2009).
L'administration fréquente d'opioides tels que la morphine et ses dérivés conduit
généralement au développement d'une tolérance aux analgésiques. Il a été montré
que S1R est un modulateur négatif de I'analgésie aux opioides (Chien and Pasternak,
1994, 1995; Mei and Pasternak, 2002, 2007), notamment en interagissant avec la
sous-unité NR1 des RNMDA (Rodriguez-Muioz et al., 2015).

Les récepteurs dopaminergiques sont une classe de récepteurs couplés aux
protéines G, jouant un réle important dans de nombreux processus neurologiques,
comme la locomotion, la motivation et les processus cognitifs. En utilisant des
techniques basées sur le transfert d'énergie de résonance de bioluminescence, il a été
rapporté une interaction moléculaire entre S1R et D1R (Navarro et al., 2010). Dans
cette méme étude, I'ajout de cocaine induit une liaison de celle-ci a un hétéromere
constitué de S1R et de D1R et a favorisé des changements structurels dans
I'nétéromere qui ont conduit a des modifications fonctionnelles de D1R, indiquant que
les altérations de la neurotransmission dopaminergique médiées par les hétéroméres
S1R-D1R constituent un mécanisme d'action de la cocaine (Navarro et al., 2010). Le

méme groupe a découvert plus tard que le S1R interagissait avec D2R et que la liaison
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de la cocaine a ce complexe inhibait les voies de signalisation médiées par D2R en
aval (Navarro et al., 2013).

Le récepteur cannabinoide de type 1 (Cannabinoid Receptor 1, CB1R) est un
récepteur couplé a la protéine G, impliqué dans la régulation des RNMDA (Liu et al.,
2009; Marsicano et al., 2003). Une étude montre que S1R stabilise I'intéraction CB1R-
RNMDA, régulant ainsi I'équilibre entre les effets opposés de CB1R et RNMDA dans
le cadre de I'analgésie et de certains troubles psychiatriques (Sanchez-Blazquez et
al., 2014).

Le récepteur de la tropomyosine kinase B (Tropomyosin Receptor Kinase B,
TrkB) est un récepteur catalytique de haute affinité pour plusieurs neurotrophines, tel
que le BDNF qui favorise la survie, la croissance et la différenciation neuronale et
synaptique (Acheson et al., 1995; Ernfors et al., 1995; Huang and Reichardt, 2001).
Les agonistes de S1R favorisent la plasticité synaptique notamment car il favorise la
régulation de la sécrétion de BDNF et la signalisation du récepteur TrkB a la fois in
vitro et in vivo (Kikuchi-Utsumi and Nakaki, 2008; Peviani et al., 2014). Les agonistes
de S1R semblent activer TrkB a la fois par des mécanismes dépendants du BDNF
(Kimura et al., 2013) et des mécanismes indépendants (Ka et al., 2016), pouvant
impliquer la régulation de I'expression du BDNF ainsi que des interactions directes de
S1R avec le récepteur TrkB (Fujimoto et al., 2012; Ka et al., 2016; Kimura et al., 2013).

S1R stimule également la signalisation par d'autres récepteurs tyrosine kinases,
notamment Platelet-Derived Growth Factor Receptor (PDGFR) (Yao et al., 2011). En
effet, S1R interagit avec PDGFR dans les cellules endothéliales microvasculaires de
cerveau humain, et la cocaine intensifie cette interaction, provoquant la translocation

de S1R des MAM a la membrane plasmique.
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Au niveau cytosolique, S1R agit comme un effecteur de I'activité GTPase des
protéines Cell Engulfment and Motility Domain (ELMOD) car sa liaison directe a
ELMOD1 ou ELMOD?2 a entrainé une perte d'activité¢ GTPase (lvanova et al., 2014).
Les protéines ELMOD sont des protéines activant la GTPase pour les facteurs ADP-
Ribosylation et ARF-like et peuvent se lier a la forme activée de la GTPase pour
acceélérer le taux d'hydrolyse du Guanosine triphosphate (GTP) et, par conséquent,
inactiver la signalisation associée. Des mutations des protéines ELMOD ont été
associées a un développement de surdité chez 'Homme (Jaworek et al., 2013) et la
souris (Johnson et al., 2012). Des études ont également montré que S1R est un
régulateur endogene de la formation et la maturation des épines dendritiques
hippocampiques via une voie de signalisation impliquant Rac1-GTP (Tsai et al., 2009).

Au niveau des MAM, S1R joue un réle central qui nous a particulierement
intéressé dans ce travail. S1R est une protéine chaperonne résidant dans la région
des MAM ou il interagit avec plusieurs partenaires impliqués dans la réponse au stress
du RE (Hayashi et al., 2010; Koshenov et al., 2021; Mitsuda et al., 2011; Su et al.,
2010), ou dans I'échange de Ca** entre le RE et la mitochondrie (Hayashi and Su,
2007; Hayashi et al., 2000). S1R peut étre activé au niveau cellulaire par de petites
molécules, dites agonistes ou modulateurs positifs, qui permettent des actions
pharmacologiques efficaces dans plusieurs modéles précliniques (Francardo et al.,
2014; Hyrskyluoto et al., 2013; Mancuso et al., 2012; Oxombre et al., 2015; Peviani et
al., 2014; Smith et al., 2008; Zhao et al., 2017). La revue ci-dessous, intitulée At the
Crossing of ER Stress and MAMs: A Key Role of Sigma-1 Receptor? (Delprat et al.,
2018), décrit le réle majeur de S1R au niveau des MAM, notamment dans la régulation
des échanges calciques et du stress du RE, et des interactions protéiques au niveau

des MAM. L’efficacité de plusieurs molécules dans des modeéles précliniques de
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différentes pathologies décrivent ici I'importance des altérations MAM et RE dans les
processus neurodégénératifs et renforce également la pertinence de S1R en tant

qu'agent pharmacologique cible.
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Revue 2 : At the Crossing of ER Stress and MAMs: A Key Role of Sigma-1

Receptor?

Benjamin Delprat, Lucie Crouzier, Tsung-Ping Su, and Tangui Maurice

Résumé

Les échanges de calcium et I'homéostasie sont finement régulés entre les organelles
cellulaires et en réponse a des signaux physiologiques. Outre les ionophores,
notamment les canaux Ca** voltage-dépendants, les récepteurs ionotropes des
neurotransmetteurs ou l'entrée du Ca** par stockage, l'activité de protéines
intracellulaires régulatrices régle finement I'noméostasie du calcium. L'un des
mécanismes les plus intrigants, par sa nature unique, mais aussi les plus prometteurs
par les opportunités thérapeutiques qu'il porte, est le récepteur sigma 1 (S1R). S1R
est une protéine chaperonne résidant dans le réticulum endoplasmique associée a la
mitochondrie (MAM), ou elle interagit avec plusieurs partenaires impliqués dans la
réponse au stress du RE, ou dans I'échange de Ca** entre le RE et les mitochondries.
De petites molécules ont été identifiées, activant spécifiquement et sélectivement S1R
(agonistes ou modulateurs positifs de S1R) au niveau cellulaire et permettant
également des actions pharmacologiques efficaces dans plusieurs modéles
précliniques de pathologies. La présente revue résume les données récentes sur le
mécanisme d'action de S1R dans la régulation des échanges de Ca®" et des
interactions protéiques au niveau des MAM et le RE. Comme les altérations des MAM
et le stress du RE apparaissent maintenant comme une piste commune dans de la
plupart des maladies neurodégénératives, 'action intracellulaire de S1R est discutée
dans le contexte de I'efficacité récemment rapportée des médicaments S1R dans des
pathologies telles que la maladie d'Alzheimer, la maladie de Parkinson, la maladie de
Huntington ou la sclérose latérale amyotrophique.

Advances in Experimental Medicine and Biology, 2020
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Le SW est une maladie génétique rare caractérisée par un diabéte sucré et
salé, une atrophie optique, une surdité et des troubles neurologiques. Les patients
meurent en moyenne vers 35 ans, principalement d'une insuffisance respiratoire ou
d'une dysphagie. Il n'existe aucun traitement pour atténuer ou stopper la progression
des symptdmes et il existe un besoin urgent de modéles de recherche adéquats.

L’objectif de mon travail a été d’identifier des cibles thérapeutiques pertinentes
pour proposer un futur traitement aux patients atteints du SW. Il a donc conduit a
identifier des molécules originales dans cette indication.

o La premiere étape de ma thése a consisté a développer et caractériser
des modeéles d’études du SW dans le but d’isoler et de caractériser un large panel de
phénotypes pathologiques comportementaux et moléculaires similaires a ceux
retrouvés chez les patients atteints du SW, avec pour objectif par la suite de les
ralentir/stopper.

Tout d’abord, nous avons caractérisé trois lignées de poissons-zébres portant
des mutations codons stop chez les orthologues du géne WFS1. Le poisson zébre est
devenu un modele de laboratoire populaire, car il posséde de nombreux avantages
par rapport aux autres modéles, tels que sa facilité et son faible colt d’élevage, sa
grande fécondité et son développement rapide (Kimmel et al., 1995; Spence et al.,
2008). De plus, son génome est entierement séquencé (Howe et al., 2013), et présente
70% d’homologies avec le génome humain et 84% des genes connus pour étre
associés a des maladies humaines ont un homologue chez le poisson zébre (Howe et
al., 2013). Le poisson zébre est donc un modéle pertinent pour étudier les maladies
geéneétiques liees a des maladies humaines (Lieschke and Currie, 2007; Phillips and
Westerfield, 2014; White, 2015) comme des troubles neurodégénératifs et

neurologiques (Bai and Burton, 2011; Bandmann and Burton, 2010; Das and
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Rajanikant, 2014; Laird et al., 2016), et il est d’autant plus un modele puissant car il
permet d’optimiser le colt et le temps d’expérimentation menant a l'identification a
haut débit de molécules.

Comme le génome du poisson zébre est dupliqué, I'impact de la mutation de
wfs1 dans les deux copies du géne, wfs7a et wfs1b, a été étudié en utilisant deux

C825% ot wfs1b™"**3 Pour supprimer complétement la

lignées mutantes : wfs7a
fonctionnalité de la protéine Wfs1 dans ce modéle, nous avons croisé ensemble les
deux lignées mentionnées ci-dessus pour créer la troisieme lignée double mutante,

wis1a%82%% x wfs1pV493X

, appelée wfs1ab“®. Un phénotypage précis des 3 lignées
mutantes a participé a la compréhension de la physiopathologie du SW et a permis de
confirmer leur utilité en tant que modele pour la validation de nouvelles stratégies
thérapeutiques et de maniére optimiser.

Le modele murin, second modele animal utilisé dans cette étude, a permis de
valider les effets de la modulation de I'expression/activité des cibles thérapeutiques
dans un modéle mammiféres du SW. La souris Wfs145°" est un KO de I'exon 8 du
gene Wrs1 (Kbks et al., 2009). La délétion de I'exon 8 murin est similaire a la mutation
humaine Q366X (De Franco et al., 2017; Rigoli et al., 2018) et reproduit la forme
récessive du SW. Un phénotypage comportemental de ces souris @ 3 mois a permis
de mettre en évidence I'impact de la mutation de Wfs7 sur I'exploration générale,
I'anxiété, 'apprentissage et la mémoire.

o La seconde étape du projet a été d’'identifier des cibles thérapeutiques
impliquées dans la fonction des MAM pour atténuer et/ou stopper les altérations

comportementales et moléculaires isolés chez les différents modeéles d'étude

précédemment présenteés.
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Les MAM représentent une région du RE attachée de maniere réversible aux
mitochondries. Ces membranes sont impliquées dans l'importation de certains lipides
(Lev, 2012) du RE vers les mitochondries, dans la régulation de I'noméostasie calcique
(Rizzuto et al., 1998; Wu et al., 2018) et la fonction mitochondriale (Galmes et al.,
2016), l'autophagie (Gomez-Suaga et al., 2017), I'apoptose (lwasawa et al., 2011) et
jouent notamment un réle dans le développement des maladies neurodégénératives
(Joshi et al., 2016; Krols et al., 2016).

Il a préecédemment été montré qu'en condition pathologique, WFS1 était non
fonctionnel et I'expression de NCS1, une protéine résidente des MAM, était alors
réduite de 50%, induisant un déficit du transfert calcique et un dysfonctionnement
mitochondrial (Angebault et al., 2018). Ces dysfonctionnements sont associés a une
altération de la structure des MAM (Angebault et al., 2018; Delprat et al., 2018, 2019).
De maniere intéressante, la surexpression de NCS1 dans les fibroblastes de patients
a restauré les déficits cellulaires observés (Angebault et al., 2018), montrant la
possibilité de renverser les altérations mitochondriales induite par le SW en ciblant une
protéine clé des MAM.

Notre premiére hypothése était donc de moduler in vivo I'expression de NCS1
afin de corriger le dysfonctionnement des MAM en condition pathologique dans
différents modéles d’étude.

Une alternative était d'identifier des protéines cibles dans les MAM dont I'activité
pourrait étre modulée par de petites molécules cliniquement développables, menant
in fine a une récupération fonctionnelle.

S1R est une protéine transmembranaire du RE, hautement enrichie dans les
MAM et interagissant avec plusieurs partenaires impliqués dans le transfert calcique

entre le RE et la mitochondrie (Hayashi et al., 2000). Il participe aussi a I'activation des
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voies de régulation du stress du RE (Hayashi and Su, 2007; Su et al., 2010). La
modulation de I'activité de S1R par des agonistes a montré des effets protecteurs dans
les troubles de [lapprentissage et de la mémorisation et les maladies
neurodégéenératives, telles que la MA, la MP, la SLA, la sclérose en plaques et la MH
(Maurice and Goguadze, 2017). L'étude d’'une lignée poisson zébre s7r KO, appelée
s1r?%*2% comportant une insertion de 25 pb dans I'exon 2 du gene sigmar1, a permis
d’analyser l'inactivation de S1r in vivo sur différents parameétres phénotypiques
incluant les fonctions neurosensorielles (vision, audition), la locomotion, les altérations

2925 3 confirmé les

morphologiques et meétaboliques. L'étude de la lignée s7
potentialités de ce modéle pour analyser plus précisément les rodles
physiopathologiques in vivo de S1R.

Notre seconde hypothése était de moduler 'activité de S1R par de petites
molécules. Dans un premier temps, un des agonistes de référence de S1R, le 2-(4-
morpholino)éthyl-1-phénylcyclohexane-1-carboxylate (PRE-084) a permis de
valider de maniére spécifique I'effet de la modulation de I'activité de S1R dans nos
différents modéles afin de corriger le dysfonctionnement des MAM en condition
pathologique. Dans un second temps, I'effet du PRE-084 a été comparé a l'effet de
petites molécules affines pour S1R de par leur structure dans une contexte SW, afin
d’isoler une/des nouvelle/s entité/s chimique/s (NEC) brevetables dont I'efficacité
serait identique voir meilleure que celle du PRE-084.

o La troisieme partie du projet a donc été de rechercher des molécules
originales dans cette indication afin de trouver un futur traitement pour les patients
atteints du SW. Pour cela, un criblage a moyen débit de molécules a été réalisé sur le

bKO

modéle poisson-zébre wfs1ab™™, lignée mutante la plus pertinente quant au

développement de phénotypes pathologiques a 5 jours post fertilisation (jpf) comparé
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aux 2 autres lignées de poissons zébres mutantes de cette étude. Les molécules
testées provenaient d’'une chimiothéque issue de collaborations avec des chimistes
meédicinaux Strasbourgeois (Laboratoire d’'innovation thérapeutique, France) et
Italiens (Université de Bari, Italie). Une part des molécules étaient donc sélectionnées
pour leur potentialité d’étre ligands S1R et leurs effets pharmacologiques ont été
compareés a celui du PRE-084 sur nos modeéles animaux. La modulation de I'activité
de S1R par le PRE-084 a en effet été caractérisée dans de nombreuses maladies
neurodégénératives et a montré une efficacité marquée (Francardo et al., 2014;
Hyrskyluoto et al., 2013; Mancuso et al., 2012; Maurice et al., 1998; Peviani et al.,
2014). C'est a ce titre une molécule de référence. La seconde partie du crible
comprenait des molécules naturelles ou repositionnables, c’est-a-dire qui avaient par
le passé atteint les phases précliniques ou cliniques dans une indication médicale.
Identifier une telle molécule est une stratégie qui permettrait de gagner du temps sur
le développement clinique dans le contexte SW.

Le schéma général de ce travail est décomposé donc en trois parties : (1) La
caractérisation de trois modeles d’études pertinents qui reproduisent différents panels
de phénotypes pathologiques observés chez les patients atteints du SW. (2) La
validation de l'intérét thérapeutique de deux cibles NCS1 et S1R, dans nos modéles
du SW. (3) L'identification de NEC et d'une molécule naturelle, dans le modéle poisson
zébre mutant wfs7abX° de maniére stratégique et efficace, ouvrant des perspectives

sur le développement clinique de nouveaux médicaments.
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Partie I. Le modéle poisson zébre est un modeéle pertinent et prometteur pour
étudier la physiopathologie du SW et identifier de nouvelles pistes

thérapeutiques

Contexte

Pour mener a bien la premiére partie notre travail, deux lignées de poissons
zébres ont été obtenues par mutagénése N-nitroso-N-éthylurée (N-ethyl-N-
nitrosourea, ENU) afin d’induire une mutation sur le géne wfs7. Comme le génome du
poisson zébre est dupliqué, son génome contient deux génes différents, wfs71a et

wfs1b, et deux lignées mutantes ont été générées. La premiére lignée, wfs1a®%2,

a
le géne wfs1a invalidé par le remplacement d'une cystéine par une codon stop en
position 825. La seconde lignée, wfs1b"**3* a le géne wfs1b invalidé par le
remplacement d'un tryptophane par un codon stop en position 493. Une troisiéme

lignée mutante a ensuite été générée a partir du croisement de ces deux lignées afin

C825X o Wfs1bW493X bKO

d’obtenir un double mutant wfs7a , appelée la lignée wfs1ab™, pour

laquelle les deux genes wfs7 sont invalidés. La caractérisation phénotypique et

bKO

cellulaire de la lignée wfs71ab™" sera présentée en partie Il de résultats de ce mémoire.

C825X et

La caractérisation phénotypique et cellulaire des lignées wfsa
wfs1b"V#93X était dans un premier temps nécessaire pour déterminer la validité des
modéles et dans un second temps pour mieux comprendre la physiopathologie du SW
pour in fine tester des molécules actives sur une/des altérations préalablement
identifiées. Une caractérisation phénotypique, en lien avec les différents symptéomes

développés chez 'Homme, a été réalisée. Pour cela, la morphologie générale des

larves a été mesurée, ainsi que la vision, la locomotion et I'audition par [I'utilisation
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d’outils innovants. Par ailleurs, les impacts de la mutation de wfs7 chez ces deux
lignées au niveau cellulaire ont été étudiés, notamment sur le développement de I'ceil,
la taille des motoneurones mais aussi sur la régulation des voies du stress du RE et la
respiration mitochondriale.

Cet article met en évidence le role critique de wfs7a et wfs1b sur les voies du
stress du RE, la fonction mitochondriale et la physiologie de la vision. Ces modéles
poissons zebres seront les outils utilisés pour mieux comprendre la fonction cellulaire
de Wfs1 et permettront de développer de nouvelles approches thérapeutiques pour

traiter le SW.
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Article 1

Morphological, behavioral and cellular analyses revealed different phenotypes
in Wolfram syndrome wfs7a and wfs1b zebrafish mutant lines
Lucie Crouzier, Elodie M. Richard, Camille Diez, Hala Alzaeem, Morgane Denus,

Nicolas Cubedo, Thomas Delaunay, Emily Glendenning, Sarah Baxendale, Jean-

Charles Liévens, Tanya T.Whitfield, Tangui Maurice et Benjamin Delprat

Human Molecular Genetics, 2022
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Résultats

La combinaison des caractéristiques génétiques et développementales du
poisson zebre place le criblage de petites molécules sur ce modéle a la pointe de la
biologie chimique, permettant ainsi d'identifier des cibles thérapeutiques et de
découvrir des medicaments (Crouzier et al., 2021; Taylor et al., 2010).

Dans le but de trouver un modele pertinent pour tester et identifier des

molécules thérapeutiques, nous avons ici caractérisé deux lignées de poissons zébres

C825X b W493X

mutantes pour le géne wfs7. Les lignées mutantes wfsfa et wfs1 ont été
étudiées afin d’analyser la perte de fonction de chaque protéine sur le développement
des larves de poisson zebre a 5 jpf, mais aussi sur leurs fonctions visuelles, auditives,
locomotrices, mitochondriales et sur la réponse au stress du RE.

Le pattern d’expression de wfs1a et wfs1b par hybridation in situ chez la larve
de poisson zebre a permis de mettre en évidence l'expression musculaire spécifique
de wfs71a alors que I'expression de Wfs1b est plus ubiquitaire, comme observés dans
d’autres études (Cairns et al., 2021; Diez-Roux et al., 2011; Yamada et al., 20006).
Chez des patients atteints du Wolfram-like syndrome, des mutations faux-sens
dominantes dans le gene WFS17 meéenent a une hypotonie (De Franco et al., 2017),

suggérant qu'un défaut métabolique dans le muscle des larves wfs1a%%%%%

pourrait
contribuer aux déficits locomoteurs observés.

Les deux génes wfs7 ont été exprimés dans le cerveau aux étapes que nous
avons analysé (24 hpf-10 jpf), avec une expression plus marquée pour wfs1b aux
premiers stades de développement.

Aucun des deux génes n'a montré de forte expression dans l'oreille ou I'ceil des

larves de poissons zébres entre 3 et 4 jpf, mais a 7 et 10 jpf 'expression de ceux-ci

était évidente au niveau de la rétine ainsi que le long de la vésicule otique. Chez les
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larves wfs1a®%?®| une altération de la taille des segments externes des

photorécepteurs de type batonnets a été notée, pouvant étre corrélée avec des
électrorétinogrammes anormaux dans certains cas chez des patients atteints du SW
(Scaramuzzi et al., 2019). Aucune différence dans la taille des batonnets, du nombre
de cones ou de CGR n'a été révélée pour les larves wis1b"#***_ Néanmoins, les deux
lignées ont une fonction visuelle altérée lors de la mesure par les tests Visual Motor
Response (VMR) et Optokinetic Response (OKR). Une diminution de la distance
parcourue durant les phases sombres et, pour les larves wfs1b"**** uniquement, une
diminution du nombre de saccades, permet de suggérer un déficit de leur acuité
visuelle a 5 jpf.

Aucun impact de la mutation de wfs1 n’a été observé sur la morphologie globale
des deux lignées mutantes a 5 jpf, mais des différences a des stades plus précoces
ont été relevées par Cairns et collaborateurs telles qu'une diminution de la taille des
larves (Cairns et al., 2021). L'absence de tout défaut morphologique global chez nos
deux lignées est également en faveur d'une atteinte rétinienne et/ou rétinotectale plutot
gu'une anomalie musculaire ou locomotrice qui pourrait donc biaiser la mesure de la
réponse locomotrice suite a une quelconque stimulation. Comme Cairns et al., nous
avons observé un défaut transitoire de la longueur des motoneurones de la queue des
larves a 24 heures post fertilisation (hpf), défaut totalement restauré a 48 hpf.
Cependant, une augmentation de la longueur des motoneurones de la queue des deux
lignées a été observée dans notre étude alors que Cairns et al. ont rapporté une
diminution chez la lignée wfs1b (Cairns et al., 2021), ceci pouvant s’expliquer par une
différence de conditions d'élevage ou bien la région de comptage des motoneurones

n’a pas été exactement identique, biaisant ainsi la mesure. Une autre explication serait
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que puisque la mutation wfs? n'est pas la méme dans nos lignées wfs7a (Crouzier et

al., wfs1a®®?°%: Cairns et al., wfs1a"V9%¢

), elle peut induire un phénotype différent.

L'expression de wfs? dans l'oreille interne semble étre présente pour les deux
génes. A cela, peut étre corrélé 'augmentation de la taille de la zone de l'oreille chez
les larves wfs1a mutantes a 5 jpf. Cependant, aucune différence dans la fonction
auditive n'a été observée chez les deux lignées mutantes en utilisant le test Accoustic
Startle Response (ASR), suggérant que lI'anomalie structurelle n'était pas corrélée a
une anomalie fonctionnelle. Si 'on compare a I'Homme, la perte auditive apparait chez
46% des patients (Chaussenot et al., 2011) a la seconde décennie de vie et méme si
la surdité est une un phénotype éminent du SW, aucune étude chez la souris n’a
rapporté de déficit auditif, évoquant un déficit auditif Iéger ou inexistant ou une
apparition tardive du phénotype. A cela s’ajoute le manque de corrélation structurale
de l'oreille interne de poisson zébre avec 'lHomme. Il est donc difficile de déterminer
si I'absence de surdité chez nos deux lignées mutantes est liée a I'age des larves par
rapport a ’'Homme ou si la structure/fonction de I'oreille interne du poisson zébre est
trop différente de celle de 'lHomme.

Au niveau cellulaire, 'une des fonctions de wfs? est la régulation du stress du
RE (Eizirik et al., 2008; Fonseca et al., 2007; Riggs et al., 2005; Yamada et al., 2006).
En condition basale, la perte de fonction de wfs7a a eu un impact sur les niveaux
d'expression de bip, atf4a et chop, suggérant que la voie PERK a été modifiée, et la
perte de fonction de wfs7b a eu un impact sur le niveau d'expression de bip, atf4a,
ire1 et xbp1us, suggeérant que les voies IRE1 et PERK ont été modifiées.

En condition de stress du RE par traitement a la Tunicamycine, la perte de

fonction de wfs7a impacte de maniere relative et/ou significative seulement

I'expression de perk et atf4a, suggérant ici une régulation du stress du RE. La perte
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de fonction de wfs7b a entrainé une altération relative et/ou significative des niveaux
d'expression de bip, ire1, xbp1s, xbp1us, perk, atf4o et chop, confirmant ainsi que les
voies PERK et IRE1 sont affectées par la mutation en condition de stress.

L’autre fonction de wfs17 est la régulation de I'activité mitochondriale (Angebault
etal., 2018). A travers la technologie du Seahorse XFe24, |a respiration mitochondriale
des larves vivantes de 5 jpf en temps réel a été analysée. A 2 jpf, les larves mutantes
wfs16"*9** ont montré une diminution de la respiration basale, de la production d'ATP
et de la respiration maximale, mais curieusement, a 5 jpf, une diminution de la
respiration non mitochondriale chez les mutants wfs1b"**** a uniquement été

C85% n'a montré aucune altération de [Iactivité

observée. La lignée wifsa
mitochondriale a 2 et 5 jpf. Ceci pourrait s’expliquer par le fait que I'expression de
wfs1a, vue en hybridation in situ, semble étre plus spécifique des tissus comparé a
wfs1b, suggérant que de la mesure d'une potentielle altération mitochondriale dans
le(s) tissu(s) exprimant wfs7a est dilué dans I'organisme entier du poisson zébre.

En résumé, ces deux lignées permettent de mettre évidence le réle critique de
wfs1a et wfs1b dans la régulation du stress du RE, la fonction mitochondriale et la
physiologie visuelle. Le tableau clinique retrouvés chez les larves wfs1a et wfs1b
mutantes sont cohérents avec les déficits induits par WFS1 chez les mammiféres.
Cependant, les résultats de cette étude suggerent que wfs7b est plus proche de WFS1
chez les mammiféres que son orthologue wfs1a chez le poisson zébre en terme de
pattern d'expression cellulaire, de fonction et de physiopathologie. Une modification

C825X

vraisemblablement plus pertinente consisterait a croiser les lignées wfs1a et

W493X
b

wfs1 pour abolir complétement Wfs1 afin d’étre dans des conditions géniques

bKO

identiques aux patients, créant ainsi la lignée double mutante wfs71ab™". Ce modele a

donc été caractérisé dans la suite de ce travail de la méme maniére que ci-dessus.
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bKO

Partie Il. Caractérisation de la lignée poisson zébre wfs1a et exploration du

potentiel thérapeutique de NCS1 dans un contexte physiopathologique du SW

Contexte

L’altération de I'expression de WFS1 entraine un stress du RE associé a un
dysfonctionnement d’IP3R, menant a une altération du Ca®* cellulaire et un déficit de
la dynamique mitochondriale, a l'origine de I'inhibition du développement neuronal
(Cagalinec et al., 2016).

NCS1 est un partenaire d’interaction direct avec WFS1 au niveau des MAM
(Angebault et al., 2018). C’est une protéine cytoplasmique de liaison au Ca?*,
abondante dans les neurones (Pongs et al., 1993). NCS1 est un capteur de Ca** qui
régule de maniére générale la neurotransmission (Dason et al., 2012; Pongs et al.,
1993), la plasticité synaptique (Saab et al., 2009), I'exocytose (McFerran et al., 1998)
et I'endocytose, la croissance neuronale (Hui et al., 2007; lketani et al., 2009), la
neuroprotection (Nakamura et al., 2006) et la régulation du Ca?* nucléaire (Nakao et
al., 2015). En condition physiologique, NCS1 favorise les contacts entre le RE et les
mitochondries et le transfert de Ca®*, contrdlant ainsi la bioénergétique mitochondriale.
En condition pathologique, I'absence de cette interaction entraine I'altération du
transfert calcique et le dysfonctionnement de la bioénergétique mitochondriale,
pouvant entrainer l'activation de la mort cellulaire dans les tissus affectés par le
syndrome de Wolfram (Angebault et al., 2018; Cagalinec et al., 2016).

Dans les fibroblastes humains, l'inactivation de NCS1 a altéré I'homéostasie
calcique et la fonction mitochondriale, démontrant ainsi que NCS1 est une cible

permettant de maintenir la fonction mitochondriale et I'intégrité des MAM. Ceci est
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validé par la surexpression de NCS1 dans les fibroblastes de patients qui a permis de
restaurer le déficit mitochondrial et le niveau de Ca** cytosolique (Angebault et al.,
2018). NCS1 est donc une cible médicamenteuse pour le traitement du SW.

Le modeéle poisson zebre est un modeéle efficace qui permet d’identifier de
nouveaux traitements, en particulier dans les maladies génétiques rares (Crouzier et
al., 2021). Dans un premier temps, la caractérisation phénotypique et cellulaire de la

lignée mutante wfs7ab"®

a été realisée. Cette lignée posséde les génes wfs7 invalidés
car il est issu du croisement des deux lignées mutantes wfs1a“%?* et wfs1b"****_ Chez
le double mutant, ni Wfs1a ni Wfs1b ne sont fonctionnels et aucune compensation ou
expression altérée n'interférerait. La lignée wfs7ab*® a été caractérisée au niveau
comportemental et cellulaire afin d’identifier un phénotype pathologique robuste et en
cohérence avec les difféerents symptdémes présents chez 'Homme. Pour cela, la
morphologie générale des larves a été mesurée, ainsi que la vision, la locomotion et
l'audition via ['utilisation d’outils innovants. Les impacts de la mutation de wfs7 au
niveau cellulaire ont également été étudiés, notamment sur le développement de I'ceil,
les voies du stress du RE et la respiration mitochondriale.

Dans un second temps, l'effet de la surexpression de Ncs1 chez le modéle

poisson z&bre wfs1ab®

a été analysé au niveau comportemental et cellulaire. Il existe
deux copies de ncs1 chez le poisson zébre, ncs1a et ncs1b. En utilisant une séquence
optimisée pour son expression chez le poisson zébre, le géne murin Ncs1 a été
surexprimé par microinjection d'’ARNm chez la lignée wfs1ab® au stade
embryonnaire.

De maniére générale, cet article évalue I'efficacité de la surexpression de Ncs1

dans un modéle in vivo du SW sur la plupart des altérations comportementales et

cellulaires caractérisées.
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Article 2

NCS1 overexpression restored mitochondrial activity and behavioral alterations
in a novel zebrafish model of Wolfram syndrome
Lucie Crouzier, Elodie M. Richard, Camille Diez, Morgane Denus, Hala Alzaeem,

Amandine Peyrel, Nicolas Cubedo, Thomas Delaunay, Tangui Maurice, Benjamin

Delprat

Soumis dans Molecular Therapy Methods and Clinical Development, 2022
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Résultats

La lignée poisson z&bre mutante wfs1ab*®

a été caractérisée a 5 jpf afin de
mesurer I'impact de la mutation de wfs7 sur son comportement et ses fonctions
cellulaires. L'absence de Wfs1 n'a eu aucun effet sur la morphologie globale de la larve
de poisson zébre, a l'exception de I'augmentation de la taille de l'oreille, comme

C825X

observée chez les larves wfsta (Crouzier et al.,, 2022b). Cette anomalie

morphologique n’est pas a corrélée avec une altération fonctionnelle car les larves

wfs1abX®

ne présentent aucun déficit auditif mesuré par le test ASR.
La perte de fonction de Wfs1 impacte la fonction visuelle et locomotrice des
larves wfs1ab®, mesurée par le test VMR. Ce déficit est traduit par une augmentation

de la réponse locomotrice des larves wfs7ab*®

comparés aux contréles durant les
différentes phases de variations lumineuses, pouvant étre corrélée avec une
diminution du nombre de photorécepteurs des larves mutantes vues par analyses
immunohistochimiques des cbnes et batonnets de coupes de rétine de larves de 5 jpf.

La réponse du reflexe moteur des larves a également été mesurée en utilisant
le comportement d'échappement par une stimulation tactile (le test du contact-fuite).
Aprés stimulation, les larves wfs1ab“® ont montré une augmentation significative de
leur distance parcourue dans le rail comparé aux contrdles, suggeérant ainsi une
altération motrice qui pourrait étre liée a la réponse locomotrice accrue précédemment
observée dans le test VMR.

Au niveau cellulaire, wfs1 participe a la régulation du stress du RE (Eizirik et al.,
2008; Fonseca et al., 2007; Riggs et al., 2005; Yamada et al., 2006). Les niveaux
d'expression des génes impliqués dans la cascade de régulation du stress du RE ont
donc été analysés par qPCR et western blot chez le poisson zébre mutant wfs1ab*®

entier a 5 jpf. En condition basale, la perte de Wfs1 n'affecte que le niveau d'expression
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de eif2s1 et chop. En condition de stress du RE, le génotype a eu un léger impact sur
la réponse des genes au traitement a la Tunicamycine. Ces résultats suggérent que
l'inactivation de Wfs1 chez le poisson zebre n'a eu qu'un léger impact au niveau des
voies UPR, limité a certains marqueurs de la voie dépendante de PERK.

Les déficits observés chez les larves wfs1ab*®

ne seraient donc pas induits par
une dérégulation du stress du RE comme décrit chez les cellules 3 pancréatiques
(Fonseca et al., 2005; Shang et al., 2014) mais plutét une altération de la fonction
mitochondriale démontrée dans les fibroblastes de patients humains et les souris
Wrs 146%™ (Angebault et al., 2018; Crouzier et al., 2022a).

L’autre fonction de wfs1 est d’interférer avec l'activité mitochondriale. En ce
sens, il a été montré qu’un déficit en WFS1 dans les fibroblastes humains était associé
a une diminution de I'absorption de Ca®" par les mitochondries, & une réduction du
contact RE/mitochondrie et a une diminution de la respiration mitochondriale
(Angebault et al., 2018; Crouzier et al., 2022a). La respiration mitochondriale en temps
réel et sur larves vivantes de 5 jpf a été analysée avec un analyseur Seahorse XFe24.
Une augmentation de la respiration basale et maximale, et de la consommation d'ATP

est notée chez les larves wfs1abX®

comparées aux contrbles. Cette augmentation de
I'activité mitochondriale pourrait étre liée a un niveau de glucose anormalement élevé
corrélée a la mutation de wfs7 méme si nos résultats de dosage du glucose ne révélent
aucune altération, probablement di a ['utilisation d’une technique de dosage trop
grossiére (Accu-Chek Performa). En effet, une concentration élevée de glucose dans
des cellules de primate non humain entraine une augmentation de la consommation
d’'oxygéne (Wang et al., 2005). Une autre hypothése serait que la concentration en

bKO

dopamine serait altérée chez les larves wfs7ab™~, comme mesuré par microdialyse in

vivo chez des souris Wfs1%° perfusé au K* (Matto et al., 2011). Cette différence de
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production de dopamine pourrait partiellement contribuer aux troubles d'adaptation

des souris Wfs1X©

dans un environnement stressant (Luuk et al., 2009). Deux autres
études ont également montré qu’un traitement a la L-DOPA et a la dopamine
entrainaient une diminution de la production d’ATP et de I'activité du complexe | de la
chaine respiratoire mitochondriale (Ben-Shachar et al., 2004; Przedborski et al., 1993).
A Tinverse, le déficit en neurotransmetteur pourrait entrainer une augmentation de la
consommation d’oxygéne cellulaire (Oxygen consumption rate, OCR) chez les larves

wfs1abX®

, mais cette hypothése reste a vérifier.

L’analyse de l'effet de la surexpression de NCS1 dans un contexte du SW in
vivo est la derniére partie de cette étude. Pour cela, TARNmM de Ncs1 murin a donc été
microinjecté au stade embryonnaire chez la lignée wfs7ab. A 5 jpf, I'hyperlocomotion
des larves wfs1ab® mesurée par le test VMR et laltération de la respiration
mitochondriale mesurée ont été atténuées partiellement ou totalement apres la
surexpression de Ncs1. La restauration de ces déficits locomoteurs et visuels est
probablement directement corrélée a la restauration initiale de [I'altération
mitochondriale induite par la surexpression de Ncs1 observée par la mesure de la
respiration mitochondriale.

Pour conclure, le modéle poisson zébre wfs1ab*® est un modéle pertinent dans
le contexte SW, mimant certains déficits physiologiques et cellulaires associés aux
patients. La thérapie génique utilisant NCS1 comme cible thérapeutique dans un
contexte SW est innovant et aujourd’hui seules des études in vitro ont montré son
efficacité thérapeutique (Angebault et al., 2018; Nguyen et al., 2020). Notre étude sur

modeéles in vivo révele pour la premiére fois I'effet thérapeutique de NCS1 dans un

organisme entier, ouvrant la voie a une stratégie thérapeutique efficace.
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Partie lll. Analyse de I'inactivation de S1R dans un modeéle poisson zébre sur

différentes fonctions cellulaires associées aux MAM

Contexte

De par sa localisation a la membrane du RE, tout comme NCS1, S1R joue un
réble important au niveau des MAM (Hayashi and Su, 2007). En condition
physiologique, S1R est une protéine qui chaperonne différentes protéines partenaires
dont IP3R, IRE1, et d’autres protéines a la membrane du RE (Hayashi and Su, 2007;
Hayashi et al., 2000; Mori et al., 2012; Su et al., 2010). Dans des conditions de stress
cellulaire ou via une stimulation par des agonistes, S1R se dissocie de BiP, améliorant
ainsi I'entrée de Ca®" dans les mitochondries et la production d’ATP (Boehning et al.,
2003; Hayashi et al., 2000; Mori et al., 2013).

De plus, sous stress du RE induit par traitement a la Tunicamycine, S1R est
régulé positivement, suggérant qu’il protége contre le stress du RE. Fait intéressant,
la surexpression sur S1R diminue l'activation du stress du RE induit par I'activation de
la voie PERK et ATF6 (Ha et al., 2011b). S1R améliore également la stabilité de IRE1
au niveau des MAM en favorisant le niveau de phosphorylation de IRE1 lors d’'un stress
du RE, régulant la survie cellulaire en transmettant le message des ROS des
mitochondries au noyau ainsi qu'en atténuant le stress du RE (Mori et al., 2013). De
plus, I'activation de S1R augmente I'expression de Bcl-2, permettant l'interaction Bcl-
2/IP3R, conduisant a 'augmentation de I'entrée de Ca®* dans la mitochondrie et &
'augmentation de la production d'ATP (Yang et al., 2007). S1R atténue également la
formation des ROS en améliorant la signalisation de Nrf2 (Wang et al., 2015).

Lors de la stimulation de S1R par des agonistes ou par des facteurs de stress,

S1R se déplace vers la membrane plasmique pour interagir avec les canaux ioniques,
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les récepteurs et les kinases (Chu and Ruoho, 2016; Su et al., 2010). S1R se déplace
également a I'enveloppe nucléaire (Mavlyutov et al., 2015; Tsai et al., 2015),
interagissant alors avec des protéines résidentes de l'enveloppe nucléaire. Par
exemple, une étude collaborative impliquant I'équipe a montré récemment que dans
un sous-groupe de patients atteints de la SLA/démence frontotemporale (FTD),
I'expansion répétée G4C2 de I'ARN du chromosome C9orf72 se lie aux Ran activating
proteins (RanGAP) au niveau des pores nucléaires, entrainant un déficit du transport
nucléocytoplasmique et une accumulation de Ran dans le cytosol, une GTPase qui
assure I'‘échange nucléocytoplasmique de macromolécules a travers l'enveloppe
nucléaire. Chez les patients C9orf72, Ran est fortement accumulée dans le
cytoplasme, ce qui est associé a un déficit du transport nucléocytoplasmique (Ferreira,
2019; Zhang et al., 2015a). S1R inverse les effets pathologiques des répétitions G4C2
in vitro et chez la drosophile. Pour cela, S1R colocalise avec RanGAP et les protéines
de pores nucléaires (nucléoporines) en stabilisant ces derniéres. Fait intéressant, S1R
se lie directement aux répétitions G4C2. Ces résultats suggérent que S1R pourraient
bénéficier aux patients atteints de SLA/FTD C9orf72 en chaperonnant I'assemblage
des pores nucléaires et I'atténuation des répétitions G4C2 déléteres (Lee et al., 2020).
Dans une étude plus récente, il a été montré que S1R facilite le transport du facteur
de transcription TFEB dans le noyau en chaperonnant la nucléoporine POM121 a
'enveloppe nucléaire, nécessaire pour initier l'autophagie et améliorer la survie
cellulaire (Wang et al., 2022).

Déterminer le mécanisme par lequel des molécules neuroactives exercent leurs
effets reste I'un des grands défis de la neuropharmacologie. La plupart des composés
neuro-actifs agissent sur plusieurs cibles, avec une difficulté d’isoler les cibles

responsables des effets in vivo. L'activité de S1R peut étre modulée par de petites
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molécules agissant comme des agonistes, ayant bien souvent des effets
thérapeutiques dans les maladies neurodégénératives telles que la MA, la MP, la MH
et la SLA (Mancuso et al., 2012; Marrazzo et al., 2005; Mavlyutov et al., 2013; Meunier
et al., 2006; Peviani et al., 2014), mais aussi dans d'autres maladies telles que les
troubles cardiaques (Bhuiyan and Fukunaga, 2009; Lewis et al., 2020; Tagashira et
al., 2010), la douleur chronique (Gris et al., 2014; Kibaly et al., 2008; Xiong et al.,
2020), la dépression (Chaki et al., 2004; Omi et al., 2014; Urani et al., 2001), I'addiction
(Kourrich et al., 2013; Maurice et al., 2003; Peeters et al., 2004) et le cancer (John et
al., 1999; Palmer et al., 2007; Vilner et al., 1995).

De par ses nombreux avantages, le poisson zébre est un précieux modéle pour
la recherche pharmacologique et toxicologique (Howe et al., 2013; Taylor et al., 2010).
Par conséquent, une étude sur des poissons zébres s7/° permettrait de renforcer
'importance de S1R sur la communication RE/mitochondrie et serait donc un outil utile
pour analyser plus en profondeur les réles physiopathologiques de S1R in vivo dans
de nombreux troubles.

I’+25/+25

Pour cela, une lignée poisson zébre, nommée s1 , a été créée recemment

par Rennekamp et collaborateurs en utilisant la mutagenése médiée CRISPR/Cas9

(Rennekamp et al., 2016). Cette lignée s1r?**%

posséde une insertion de 25 pb dans
I'exon 2 du gene sigmar1, entrainant un décalage du cadre de lecture. La mutation a
été créée juste en amont de la séquence du géne qui code la partie la plus conservée
de la protéine S1R.

La caractérisation phénotypique et cellulaire de la lignée poisson zébre
s1r®*% g ¢té réalisée en lien avec les différentes fonctions physiologiques et
cellulaires de S1R mais également en lien avec les différents déficits observés dans

d’autres modeéles déficitaires en S1R (Bernard-Marissal et al., 2015; Chevallier et al.,
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2011; Ha et al., 2011a; Pal et al., 2012; Sha et al., 2015). Pour cela, la morphologie
générale des larves a été mesurée, ainsi que les fonctions neurosensorielles telles
que la vision, l'audition, et la locomotion. Au niveau cellulaire, 'impact de l'invalidation

de sigma1 chez la lignée s1r'?*%

a été étudié, notamment sur le développement de
I'ceil mais aussi sur la régulation des voies du stress du RE et I'activité mitochondriale.

De maniére générale, cet article évalue l'effet de I'activité de S1R dans la
régulation physiopathologie de la bioénergétique mitochondriale dans un modele

poisson zebre et confirme les potentialités de ce modéle pour analyser plus

précisément les réles physiopathologiques in vivo de S1R.
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Résultats

La lignée poisson zébre s1r %%

a été caractérisée a 5 jpf afin de mesurer
I'impact de I'invalidation de sigmar1 sur son comportement et ses fonctions cellulaires.
De maniére générale, I'absence de sigmar1 n'a eu aucun effet sur la morphologie
globale de la larve de poisson zébre, en termes de taille corporelle, de diamétre de
I'ceil, de surface de l'oreille et d'otolithes antérieurs et postérieurs.

La perte de sigmar1 impacte la fonction locomotrice des larves a 5 jpf. Ce
paramétre est analysé par le test VMR et une augmentation de la distance parcourue

durant les phases ON et OFF est observée chez les larves s1r2%*%

a 5 jpf comparé
aux controles. De maniére intéressante, S1R est fortement exprimé dans les
interneurones (Zhang et al., 2017) et les motoneurones (Alonso et al., 2000),
permettant respectivement de transmettre I'information au muscle et d’activer par la
suite le muscle pour effectuer un mouvement. Ces informations peuvent donc étre
mises en relation avec la perte de sigmar1 au cours du développement dans ce
modéle, induisant rapidement des altérations locomotrices a 5 jpf. Cependant, ce trait
phénotypique n'est pas retrouvé dans d’autres études menées chez d’autres modéles
animaux tels que la souris ou le rat (Chevallier et al., 2011; Eachus et al., 2021,
Fontanilla et al., 2009; Langa et al., 2003; Sabino et al., 2009). Enfin, de maniére
étonnante, la réponse d'échappement tactile mesurée par le test de contact-fuite n'a
pas été altérée chez les larves s7r'?*?°_ Une étude menée sur cette lignée mutante
révéle une augmentation de I'immobilité des larves comparé aux contréles suite a des
changements de lumiére dans la Zebrabox® (Rennekamp et al., 2016). Ces résultats
ne sont pas directement comparables avec nos résultats car les analyses ne sont pas

réalisées au méme stade de développement (5 jpf vs 7 jpf) et le protocole de lumiére

appliqué est différent, ce qui peut influer de maniere significative les résultats.
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Les réseaux neuronaux de la larve de poisson zebre permettent en condition
physiologique une réponse comportementale dynamique qui interrompt de maniére
transitoire la nage continue, éloignant le poisson de la menace (Berg et al., 2018).
L’absence de ce déficit dans notre étude est probablement induite par une adaptation

du réseau neuronal des larves s1r%%*%

en absence de sigmar1 dans les
motoneurones et interneurones.

Au niveau de I'ceil, S1R est exprimé dans la glande lacrymale, la cornée, le
corps iris-ciliaire, le cristallin et la rétine (Bucolo et al., 1999; Ola et al., 2001,
Schoenwald et al., 1993). Dans la rétine, S1R est fortement exprimé dans les cellules
de la couche ganglionnaire, dans les cellules de la couche nucléaire interne, dans
I'épithélium pigmentaire et le nerf optique (Liu et al., 2010; Ola et al., 2002; Senda et
al., 1997). Dans les cellules de Muller et les CGR, des études d'immunohistochimiques
localisent S1R a la membrane du RE et a la membrane nucléaire (Ha et al., 2011b;
Jiang et al., 2006). Un traitement a la (+)-pentazocine, un ligand spécifique de S1R
dérivé de la morphine, protege contre la perte des CGR induite par le stress oxydatif
sur des modéles in vitro (Dun et al., 2007; Martin et al., 2004) et in vivo (Smith et al.,
2008).

Dans cette étude, I'effet de la perte de S1R sur les CGR et les photorécepteurs

de larves de poisson zébre a été analysé a 5 jpf. Chez les larves s1r?*%

une
diminution significative du nombre de CGR et de la taille des segments externes des
batonnets a été mesurée par immunofluorescence, confirmant le réle de S1R dans la
physiologie rétinienne. Cependant, ce déficit n’est probablement pas assez important
pour induire une altération physiologique au test VMR.

Au niveau cellulaire, S1R module l'induction de voies du stress du RE

(Koshenov et al., 2021; Mitsuda et al., 2011; Su et al., 2010; Zhemkov et al., 2021).
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En condition basale, le taux dARNm de bip et hsp90b1 n'était pas affecté chez les

larves s1r2%*%°

, mais le taux ’ARNm de ire1, xbp1s et xbp1us était fortement diminué
comparé aux contrbles. Les taux d’/ARNm de perk, eif2s1 et atf4$ ont également été
fortement réduits en absence de S1R. Cependant, atf6 est resté inchangé et le taux
d’ARNm de chop a augmenté de maniére significative chez les larves s7r?%*?°_ Au
niveau protéique, I'expression de Bip et p-Eif2a /Eif2a a été significativement diminuée

chez les larves s1r+?%+25

par rapport aux contréles, tandis que I'expression de Chop
est inchangée. Ces résultats suggérent que l'invalidation de sigmar1 chez le poisson
zébre conduirait a une dérégulation de la réponse au stress et plus particulierement
des voies IRE1 et PERK.

En activant les différentes voies de régulation de stress du RE par un traitement
des larves durant 24 h a la Tunicamycine (Jackisch et al., 2020), la modulation de
I'expression des différents marqueurs du stress du RE, et en absence de S1R, a été
analysée par gPCR. Fait intéressant, le génotype a eu un impact majeur sur la réponse
au stress du RE avec le traitement a la Tunicamycine, montrant une surexpression

plus élevée de bip, ire1, xbp1s, xbpus, atf4p et atf6, chez les larves s1r?%*?°

compare
aux larves contrbles, suggeérant que I'absence de S1R chez les larves modifie la
réponse UPR et la régulation du stress du RE. Ces résultats sont cohérents avec
d’autres études montrant que l'activité de S1R était liée aux voies IRE1 et PERK dans
des conditions physiopathologiques (Morihara et al., 2018; Shenkman et al., 2021).
S1R participe également a la régulation de I'hnoméostasie mitochondriale
(Boehning et al., 2003; Hayashi et al., 2000; Mori et al., 2013). En effet, I'activité S1R
facilite la respiration oxydative en condition physiologique dans les cellules cérébrales

(Goguadze et al., 2019) ainsi que dans les cellules cardiaques (Abdullah et al., 2018;

Tagashira et al., 2013). L'inhibition ou la perte de la fonction de S1R réduit les contacts
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entre les mitochondries et le RE dans les motoneurones a la fois in vitro et in vivo,
causant potentiellement une altération de la bioénergétique et du transport
mitochondrial vers la synapse (Bernard-Marissal et al., 2015). L'effet de S1R sur le
complexe | est Ca®* dépendant et I'activité du complexe | est également dépendante
de Ca®" et directement modulée par l'activitt de MCU. En effet, le Ca?* module
plusieurs enzymes du cycle de Krebs dont lisocitrate déshydrogénase et I'o-
cétoglutarate déshydrogénase, responsables de la génération de NADH et fournissent
ainsi le substrat pour l'activité du complexe | (Abdullah et al., 2018; Goguadze et al.,
2019; Morihara et al., 2018).

Le taux de consommation d'oxygéne sur la lignée s7r a été mesurée a 5 jpf,
révélant une diminution significative de la respiration basale et de la production d’ATP

a été mesurée chez les larves s7r+?9+25

comparé aux contréles. Egalement, aprés
traitement des larves a la Tunicamycine pendant 24 h, les niveaux de respiration
mitochondriale basal et la production d’ATP diminuent au méme niveau qu’en absence
de S1R sans traitement. Ces résultats confirment le role spécifique de S1R dans la
bioénergétique cellulaire et en particulier la respiration oxydative mitochondriale liée a
la production d'ATP.

Pour conclure, la lignée mutante s1r*?¥*%°

a montré a 5 jpf des déficiences
visuelles et locomotrices, une atteinte des voies de stress du RE plus particulierement
des voies de IRE1 et de PERK, et un déficit de I'activité mitochondriale. Ce nouveau
modéle de poisson zébre a confirmé limportance de l'activité S1R sur la

communication entre le RE et les mitochondries. Ce sera un outil utile pour analyser

plus précisément les roles physiopathologiques de S1R.

134



Partie IV. L'importance pharmacologique de [I'activité de S1R dans la

restauration des symptomes du SW

Contexte

Le modele poisson zébre est un modeéle d’étude pertinent qui peut développer
des déficits comportementaux et cellulaires spécifiques de pathologiques humaines
permettant, par ses avantages morphologiques, génétiques et reproducteurs,
d’optimiser l'identification et le développement de médicament.

La valorisation de la premiere cible que nous avons validée, NCS1, peut se
concevoir dans une approche de thérapie génique, chez le patient. Cependant, la
thérapie génique a des limitations importantes qui sont la sélection de vecteurs
pertinents, la sélection du promoteur approprié, un développement colteux du
médicament pour une maladie aussi rare et in fine le taux de réponse des patients. La
plupart des études cliniques en cours sur la cible sont basées sur des résultats obtenus
sur modéles cellulaires, ne montrant pas l'efficacitt de NCS1 dans un systéme
complexe et vivant. Le modéle poisson zebre présente également des limites car
I'expression de 'ARNm injecté au stade embryonnaire est transitoire. Une meilleure
alternative serait donc d'identifier une protéine cible des MAM pouvant étre modulée
avec de petites molécules administrables par voie systémique et actives en
administration chronique, pour permettre une récupération fonctionnelle cellulaire de
'ensemble des tissus endommageés.

S1R est a ce titre une cible pertinente des MAM. La modulation de son activité
par I'agoniste de référence, le PRE-084, a été décrite dans de nombreux contextes
pathologiques (De Pablo-Fernandez et al., 2017; Maurice et al., 1994b, 1998; Motawe

et al., 2020; Peviani et al., 2014; Su et al., 1991). Nous avons donc analysé l'impact
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de l'activation de S1R, par surexpression dans le poisson zébre wfs71a et par

administration de PRE-084 dans le modéle poisson et la modéle souris Wfs14E%°"8,
Ces analyses in vivo ont été approfondies sur le modéle in vitro des fibroblastes de
patients en collaboration avec le groupe du Dr Paolo Pinton et ses collaborateurs
(Université de Ferrare, Italie).

Le modéle souris Wfs145*°" reproduit la pathologie humaine récessive, avec la
suppression de plus de 90% de I'exon 8 et 60% de la séquence codante totale. Nous
avons commencé par une caractérisation phénotypique de ces souris a 3 mois d'age,
pour identifier comment elle développe des déficits comportementaux suite a la
mutation de WFS1. L'article suivant présente la caractérisation de différents modéles
d’étude du SW montrant chacun un panel de déficits propre a la pathologie et évalue
I'efficacité de la modulation de S1R par une stratégie pharmacologique ou par

surexpression sur les altérations des MAM, menant potentiellement a une récupération

fonctionnelle.
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Résultats

S1R est un modulateur d'IP3R (Delprat et al., 2020; Hayashi et al., 2000), qui
interagit avec plusieurs protéines impliquées dans le transfert de Ca?* et/ou I'activation
du stress du RE (Hayashi and Su, 2007). En stabilisant la conformation d'IP3R, S1R
augmente l'efflux de Ca®* dans la mitochondrie (Giorgi et al., 2018; Hayashi et al.,
2000).

S1R a été identifié comme cible pertinente pour traiter les déficits induits par le
SW. Pour cela, la caractérisation phénotypique des souris Wis 14550 5 été réalisée et
des troubles de la mémoire et de I'anxiété ont été identifiés a 3 mois, avec quelques
différences liées au sexe dans lintensité des déficits. Ces résultats ont confirmé
d’autres études montrant des troubles anxieux chez des souris Wfs746*°"2 (Kato et al.,
2008) et Wfs145°" (Luuk et al., 2008). Ces résultats sont cohérents avec la
symptomatologie du SW, avec dans 32% des cas, des troubles cognitifs développés
par les patients (Chaussenot et al., 2011), et également il a été montré que WFS1 était
impliqué dans les troubles de I'hnumeur (Koido et al., 2005). Cependant, aucune
différence liée au sexe n'a été signalée chez les patients. Apres un traitement aigu au
PRE-084 a 0.3 mg/Kg par voie intrapéritonéale (IP) 20 min avant les tests de

comportements, les déficits décrits chez les souris Wfs145%°8

sont atténués, voir
complétement restaurés.

Des analyses post-mortem sur des structures cérébrales impliquées dans la
mémoire ont été réalisées chez les souris Wfs15%°". | ’expression de S1R n’était pas
affectée dans I'hippocampe ou le cortex de ces souris par rapport aux animaux Wfs1%"
permettant ainsi de valider que S1R est un candidat idéal pour intervenir

pharmacologique avec une expression non altérée en condition pathologique. Une

diminution de 20% de I'expression de NCS1 est mesurée dans le cortex et
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I'hippocampe de souris Wfs 14508

a 3 mois, comme montré précédemment chez des
fibroblastes de patients (Angebault et al., 2018), confirmant une répercussion directe
de l'invalidation de WFS1 sur les niveaux protéiques de NCS1. En collaboration avec
I'équipe de Tsung Ping Su (NIDA, Baltimore, Etats Unis), il a été montré que les
niveaux d’expression de NCS1 et WFS1 chez des souris S7r° restent inchangés.
Cette équipe a également mis en évidence in vitro I'intéraction directe de STR et NCS1,
et plus partiellement avec WFS1 dans des conditions physiologiques. Notre hypothése
est que l'activation de S1R par un agoniste sélectif ou sa surexpression directe pourrait
moduler IP3R, induisant une facilitation/restauration du transfert de Ca®* dans les
mitochondries, méme en condition SW lorsque l'expression de NCS1 est altérée.
Nous avons identifi¢ une hyperlocomotion des larves wfs1ab®, durant les
phases dobscurit¢ du test VMR, comparés aux wfs1ab”’. Cette réponse
hyperlocomotrice peut se traduire par un comportement suite aux changements
brusques d'intensité lumineuse (Basnet et al., 2019; Peng et al., 2016; Schnorr et al.,
2012). Aprés un traitement pharmacologique de 24 h des larves avec un ligand

bK°  est

spécifigue de S1R, le PRE-084, I'hyperlocomotion des larves wfsfa
partiellement restaurée de maniére dose dépendante et totale a 10 pM.
La spécificité de l'efficacité de la modulation de S1R dans le SW chez les larves

wfs1abX®

a eté validée par co-traitement d’'un agoniste de S1R, le PRE-084, et d’'un
antagoniste, le NE-100. La concentration efficace a été revue a la baisse (3 yM au lieu
de 10 uM) pour cette expérience car le co-traitement de ces 2 molécules entrainait des
effets délétéres sur la physiologie des larves. L’hyperlocomotion des larves a donc été
atténuée par le PRE-084 a 3 uM, et cette efficacité est bloquée par I'ajout du NE-100,

apportant donc la preuve que leffet du PRE-084 sur le déficit mesuré est bien

spécifique de la modulation de S1R. Cette efficacité est également validée par la
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surexpression de S1R par micro injection de TARNm S1R humain dans des embryons
de poisson wfs7ab*® au stade 1-2 cellules. L'ARNm injecté est réparti plus ou moins
uniformément dans les cellules en division de I'embryon. La surexpression de I'ARNm
injecté est un outil d'analyse fonctionnelle des génes par expression globale de gain
ou de perte de fonction (Finckbeiner et al., 2011; Rosen et al., 2009).

Au niveau cellulaire, la collaboration avec le groupe de Paolo Pinton (LTTA,
Ferrara, Italie) a permis de montrer chez des fibroblastes de patients que lorsque
WFS1 est non fonctionnel, le niveau d’expression de NCS1 est diminué, altérant le
bon fonctionnement d'IP3R. Ce complexe, a la membrane du RE, ne permettant plus
la facilitation du passage du Ca** vers la mitochondrie, une réduction de la
concentration de Ca?* dans la matrice mitochondriale est induite, altérant in fine
I'activité des complexes | et Il de la chaine respiratoire mitochondriale et la production
d’énergie cellulaire liée au cycle de Krebs (Angebault et al., 2018; Delprat et al., 2018,
2019). Ces résultats sont corrélables avec ceux obtenus par les équipes de Marc Thiry
(Laboratoire de Biologie Cellulaire, Liége, Belgique) et de P. Pinton qui ont mis en

évidence, sur des cultures de neurones hippocampiques de souris Wfs75",

un
déficit du transfert calcique, une altération de 'activité mitochondriale et une diminution
du nombre de contacts entre le RE et les mitochondries vue par microscope
électronique a transmission (Crouzier et al., 2022a).

Comme décrit dans d’autres études (Hayashi et al., 2000; Peeters et al., 2004),
le traitement des fibroblastes de patients au PRE-084 a augmenté I'accumulation du
taux intracellulaire de Ca** et la capacité des mitochondries a absorber le Ca®*, mais

aussi a permis d’'améliorer la fonction mitochondriale liée a la production d'ATP de

maniére dose dépendante et optimale a une concentration de 1 uM.
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La dérégulation de WFS1 serait donc liée a un dysfonctionnement de la
transmission du Ca?*, menant & la dérégulation de la dynamique mitochondriale et, en
particulier, au processus autophagique (Cagalinec et al., 2016). La mitophagie est un
mécanisme qui permet aux cellules de se débarrasser de leurs mitochondries
défectueuses, mais une mitophagie excessive est néfaste pour le bon fonctionnement
et la survie cellulaire. L'autophagie est un processus d'auto-digestion hautement
régulé et utilisé par les cellules pour recycler le contenu cellulaire lorsque I'énergie
nécessaire a leur survie devient insuffisante. L'autophagie commence lorsqu'une
membrane se forme autour des matériaux a dégrader. Simultanément, la Microtubule-
associated protein 1A/1B-light chain 3-I (LC3-1) est conjuguée a Ila
phosphatidyléthanolamine et forme LC3-II, qui pénétre a son tour dans la membrane,
favorisant la formation de lI'autophagosome. L'autophagosome formé fusionne alors
avec les lysosomes pour dégrader les matériaux a dégrader (Patergnani et al., 2013).
Afin de mettre en évidence l'impact de la mutation de WFS1 sur l'autophagie, les
fibroblastes de patients ont été transfectés avec LC3 fusionné a la GFP afin de
quantifier 'autophagie par immunofluorescence et western blot. La collaboration avec
P. Pinton a permis de mettre en évidence une augmentation du nombre de points
autophagiques chez les fibroblastes de patients comparés aux contréles et le
traitement au PRE-084 a réduit, de maniére concentration-dépendante, cette
autophagie excessive. A 1 uM, la dose la plus élevée testée, I'autophagie est restaurée
au niveau des cellules contréles. La collaboration avec P. Pinton a permis de montrer
également une augmentation de I'autophagie dans les neurones hippocampiques et
corticaux de souris Wis14E%".

Ensuite, la mitophagie a été spécifiquement analysée par microscopie

confocale a fluorescence par l'intermédiaire de sondes fluorescentes transfectées
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dans les fibroblastes, permettant de visualiser indépendamment les
autophagolysosomes et les mitochondries. La quantité de co-marquage au sein de la
cellule est donc proportionnelle a l'activation de la mitophagie. Les fibroblastes de
patients présentaient une activation mitophagique accrue et le traitement au PRE-084
a 1 uM a atténué de maniére quasi-totale la mitophagie excessive.

Les résultats révelent donc que la perte de WSF1 augmenterait I'autophagie et
la mitophagie et que la signalisation calcique du RE vers les mitochondries, médiée
par S1R au niveau des MAM, jouerait probablement un rdle de récupération
fonctionnelle contre l'augmentation de l'autophagie et de la mitophagie. Des
expériences complémentaires permettraient de savoir si I'altération de I'autophagie
dans le SW proviendrait d’'un probléme de flux autophagique ou du processus
autophagique lui-méme (activation, élongation, fermeture des autophagosomes ou
encore la formation des autolysosomes).

L'activation de S1R est une stratégie thérapeutique pertinente pour traiter le
SW. Le PRE-084 est un agoniste prototypique de S1R qui s'est avéré efficace dans
de nombreux troubles neurodégénératifs (Francardo et al., 2014; Meunier et al., 2006;
Motawe et al., 2020; Peviani et al., 2014), mais ce n'est qu'un outil utilisé dans la
recherche expérimentale qui ne peut pas étre développé au stade clinique. Une
molécule sélective, efficace, biodisponible et agoniste de S1R n'a pas encore été

proposée et développée au stade clinique pour traiter le SW.
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Partie V. Criblage a moyen débit de molécules thérapeutiques sur la lignée

poisson zébre wfs1ab°

Contexte

L’altération de la fonction des MAM est reconnue comme un facteur de
neurodégenérescence (Joshi et al., 2016; Krols et al., 2016; Paillusson et al., 2016) et
il est publié que le SW est une maladie liée a des altérations des MAM, influengant la
physiologie et la viabilité cellulaire (Giorgi et al., 2015; Hajndczky et al., 2006). En effet,
WFS1 code pour une protéine localisée dans la membrane du RE, qui en condition
physiologique, est impliquée dans la régulation de I'homéostasie calcique et la
régulation du stress du RE (Fonseca et al., 2005; Osman et al., 2003; Takei et al.,
2006). En condition pathologique, la production de la wolframine non fonctionnelle
entraine le dysfonctionnement et la dégénérescence des tissus affectés.

Afin d’identifier de nouveaux traitements, et ce de maniére rapide et efficace,
I'utilisation du poisson zébre est devenu un puissant outil comparé aux modeles
rongeurs et cellulaires. En effet, ce poisson posséde un colt d’élevage faible, une
fécondité élevée et un génome proche de ’'Homme. Les défauts morphologiques et de
développement induits par des traitements peuvent étre facilement suivi grace a leur
transparence au stade embryonnaire et au développement externe des larves. Enfin
leur petite taille (£ 4 mm a 5 jpf) et une perméabilité aux petites molécules les rendent
facilement expérimentables pour le criblage a petit, moyen ou haut débit de molécules.

L’utilisation d’embryons de poisson zébre dans un crible chimique de 1100
molécules a été réalisé pour la premiére fois par Peterson et son équipe dans le but

d’identifier de nouveaux génes impliqués dans le développement (Peterson et al.,
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2000). Par la suite, de nombreux criblages ont été réalisés sur le poisson zébre au
stade embryonnaire ou larvaire (Khersonsky et al., 2003; Mathew et al., 2007; Milan
et al., 2003; Moon et al., 2002; Shafizadeh et al., 2004; Spring et al., 2002; Stern et
al., 2005; Sternson et al., 2001; Wong et al., 2004).

La cinquiéme partie de ce mémoire décrit donc l'identification de NEC et d'une
molécule d'origine naturelle identifiés dans le modele poisson zébre. Pour cela, nous
disposions de la lignée poisson z&bre wfs1ab*® préalablement caractérisée (Crouzier
et al., en revision). Les analyses phénotypiques et cellulaires des larves ont permis de
mettre en évidence une augmentation de la locomotion des larves wfs7ab*® a 5 jpf
comparé aux contréles en test VMR et par le test de contact-fuite. Les analyses
métaboliques ont par ailleurs révélé une augmentation de la respiration mitochondriale
chez les larves wfs1ab*® mais sans altération de la réponse de stress du RE en
condition basale ou de stress induit par la Tunicamycine. Nous avons identifié une
cible thérapeutique potentielle pour traiter le SW, S1R, qui stimule efficacement la
fonction des MAM. La stratégie a donc été d'utiliser I'hyperlocomotion des larves

wfs1abX®

mesurée par VMR pour identifier de nouveaux ligands agonistes S1R. Pour
cela, une collaboration avec des équipes de chimistes médicinaux nous a permis de
collecter 371 molécules. La majorité de la chimiothéque provenait du laboratoire des
Drs Jean-Jacques Bourguignon et Martine Schmitt (LIT, Strasbourg, France) et
comprenait a la fois des molécules potentiellement développables et sélectionnées
pour leur possibilité d'étre structurellement des ligands S1R, mais également 108
composeés naturels ou repositionnables. Ce dernier aspect du travail sera présenté en
partie VI du mémoire. Une seconde collaboration avec le Dr Carmen Abate (Université

de Bari, Italie) nous a permis d'avoir accés a un ensemble de composés identifiés

comme des ligands S1R de forte affinite.
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Les molécules ont été incluses dans la chimiothéque sur la base de leurs
caracteéristiques structurales répondant au pharmacophore proposé pour S1R par
Glennon et al. : les ligands doivent inclure un atome d’azote (N) et au moins deux
régions hydrophobes a des distances données du groupe azoté, 2.5-3.9 A et 6-10 A,
respectivement (Figure 14A) (Diaz et al., 2012; Glennon, 2005; Glennon et al., 1994).
La structure chimique du PRE-084 (Figure 14B) contient ces trois éléments de
pharmacophores de fagon cohérente avec sa sélectivité et son efficacité pour S1R (Su
etal., 1991).

A “« — — — — 3> 4« — — — —

6-10 A 2.539A

Figure 14. Pharmacophores spécifiques de S1R contribuant a une liaison optimale de ses ligands.
(A) Modéle pharmacophorique initial de S1R par Glennon contenant deux régions hydrophobes : une distale au
site amine, représentée en orange (6-10 A) et une proximale en bleu (2.5-3.9 A). (B) La structure chimique du
PRE-084 contient un premier groupe hydrophobe distal arylcycloalkalyle en orange, un groupe amine en rose, une
chaine intermédiaire en vert et un second groupe hydrophobe proximal. Schéma fait a partir de (Glennon et al.,
1994).

Nous avons donc criblé in vivo les molécules sur le modéle poisson zébre par VMR.
Dans un second temps, les affinités pour S1R des molécules les plus efficaces chez

le poisson ont été évaluées par un test de déplacement de la [3H](+)—pentazocine,
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réalisé par la société CEREP. Enfin, leur activité pharmacologique a été déterminée
par le test de dissociation entre S1R et BiP. Finalement, I'efficacité des molécules les

plus intéressantes sera testée dans le modéle murin Wfs1°5°" de la pathologie.

Matériels et méthodes

Elevage de poissons zébres

KO 825X
b

La lignée mutante wfs7a a été geénérée en croisant les deux lignées wfs1a et
wfs1b™**¥ (Crouzier et al., 2022b). Les poissons zébres adultes ont été élevés et
maintenus dans des conditions standards dans un systéme automatisé (ZebTEC,
Tecniplast) a 28°C, pH 7, conductivité autour de 500 mS et avec un cycle lumiére:
obscurité de 14 h: 10 h. Aprés fécondation, les ceufs ont été maintenus dans du milieu
E3 (NaCl 5 mM, KCI 0.17 mM, CaCl, 0.33 mM, MgSO4 0.33 mM, bleu de méthyléne
0.05%) a 28°C. Pour chaque expérimentation, les larves provenaient de plusieurs

croisements différents.

Traitements chimiques

Les molécules du crible ont été solubilisées soit directement dans du milieu E3, soit
dans du DMSO et les solutions stocks ont été stockées a -20°C ou 4°C. Les ligands
S1R de référence proviennent de différents fournisseurs (PRE-084, P2607, Sigma-
Aldrich ; Fluvoxamine, F2802, Sigma-Aldrich ; SA4503, SML2181, Sigma-Aldrich ;
Norfenfluramine, RS111L, Onyx Scientific ; (+)-Norfenfluramine, 1B44C, Onyx
Scientific ; (-)-Norfenfluramine, I1B53B, Onyx Scientific ; (S)-(+) Fenfluramine,
MC9954A, Onyx Scientific ; Fenfluramine, A0675/16/4, Aptuit ; NE-100, 3133,
Biotechne) ou de notre stock personnel (OZP002, Igmésine, ANAVEX2-73). Les

traitements ont été administrés a une concentration de 3 uM directement dans le milieu
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E3 contenant les larves et appliqués de 4 a 5 jpf. Les traitements ont été renouvelés a

5 jpf lors de la mise en plaque des larves et durant le test (Figure 15).

Mise en plaque des larves  Suivi individuel de I'activité ~ Analyses des mouvements

X
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Les larves sont déposées une a une La plaque est mise dans la Zebrabox La distance parcourue des larves WT et
dans un puits de la plaque avec 300 et lactivitt de chaque larve, en KO, traitées ou non, est analysée, et la
pl de milieu E3 contenant ou non un  fonction de la stimulation lumineuse, différence des valeurs des phases OFF
traitement est enregistré indépendamment et ON est quantifiée.

Figure 15. Schéma du criblage chimique chez la lignée poisson zébre wfs1abX0 en utilisant le test
VMR. Les larves sont traitées a 4 jpf durant 24 h avec les molécules du crible directement dans le milieu E3 d’une
plaque 6 puits contenant environ 15 larves par puits. Les molécules sont testées a une concentration de 3 uM. Le
jour du test, les larves sont prélevées une par une dans 300 uL de milieu contenu dans le puits et déposées dans
une plaque 96 puits selon un plan de dép6t défini. Une fois remplie, la plaque 96 puits est placée dans la Zebrabox®
afin d'étre testée. Le protocole de lumiére appliqué alterne des phases de lumiére (ON) et d’obscurité (OFF) sur
une durée de 70 min. Plusieurs paramétres du mouvement des larves sont relevés en temps réel durant
I'expérience : la distance parcourue, la durée et la vitesse de mouvement. Ces résultats sont ensuite exploités sur
Excel et mettent en avant les potentiels effets thérapeutiques des molécules sur la distance parcourue des larves
durant les phases OFF-ON.

Test VMR
Le test VMR quantifie I'activité locomotrice des larves de poisson zébre en fonction de
changements d’intensité lumineuses. L'expérience consistait a transférer

individuellement les larves de 5 jpf dans une plaque 96 puits (Whatman, # 7701-1651,
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puits a fond carré et plat) avec 300 pL de milieu E3 avec ou sans traitement et placée
dans une Zebrabox® (ViewPoint). Le comportement locomoteur a été filmé a I'aide d'un
dispositif de suivi vidéo automatisé équipé d’'une cameéra infrarouge (IR) sous éclairage
IR (Zebralab®, Viewpoint). Le protocole de lumiére était le suivant : 30 min
d'acclimatation dans Il'obscurité (phase OFF, 0% d'intensité lumineuse), puis deux
cycles de 10 min de lumiéere (phase ON, 100% d'intensité lumineuse) et de 10 min
d'obscurité. Les changements de luminosité ont été immediats (<<1 s). La distance
parcourue était mesurée en mm/s. Les valeurs obtenues en phases OFF ont été
soustraites pour chaque larve a leurs valeurs en phases ON afin de normaliser avec

la locomotion de base pour chaque larve.

Test de liaison a S1R in vitro

Le dosage a été réalisé par CEREP (Celle I'Evescault, France) (étude 100062023). La
liasison S1R a été réalisée selon Ganapathy et al. (Ganapathy et al., 1999). Des
concentrations croissantes de médicament (100 nM a 30 pM) ont été incubées avec
15 nM de [°H](+)-pentazocine dans des préparations de membranes de cellules T
leucémiques humaines Jurkat. Les échantillons ont été incubés pendant 120 min a
37°C et le niveau de liaison non spécifique a été déterminé en utilisant 10 uM
d'halopéridol. Les essais ont été effectués en double et les résultats ont été exprimés

en % du niveau de liaison spécifique.

Test de dissociation de BiP
Le test a été effectué comme décrit par Hayashi et Su (Hayashi and Su, 2007). Les
cellules CHO qui surexpriment S1R marqué GFP (fourni par T-P. Su, NIDA, Baltimore,

MD, Etats-Unis) ont été maintenues dans un milieu de culture DMEM/Glutamax
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additionné de 10% de SVF inactivé par la chaleur. Les cellules ont été étalées dans
des plaques 6 puits et traitées avec les composés dissous dans le milieu de culture
pendant 30 min a 37°C, a différentes concentrations (0.01, 0.03, 0.1, 0.3, 1, 3, 10 yM).
La réaction a été terminée en retirant le milieu de culture contenant le médicament
testé et en le remplacant par 1 mL de PBS. Les cellules Green Fluorescent Protein-
Sigma 1 Receptor-OverExpressed Chinese Hamster Ovary (GFP-S1R-oe CHO) ont
été récoltées et mises en suspension dans du PBS (pH 7.4), puis réticulées avec 50
pMg/mL de propionate de dithiobis succinimidyle (ThermoFisher, France). La réaction a
été stoppée par addition de Tris/HCI 50 mM (pH 8.8). Aprés une incubation de 15 min
sur glace, les cellules ont été lysées avec 50 mM Tris (pH 7.4), 150 mM NacCl, 1%
Triton X/100, 0.3% désoxycholate de sodium, 0.1% tampon SDS contenant un cocktail
inhibiteur de protéase (Sigma-Aldrich, France). Aprés centrifugation a 16 000 x g
pendant 1 min, le surnageant a été incubé avec de I'agarose Chromotek GFP-trap
(Proteintech, Royaume-Uni) pendant une nuit a 4°C. Aprés centrifugation a 16 000 x
g pendant 1 min, le culot a été mis en suspension dans 0.5 mL de tampon (50 mM Tris
(pH 7.4), 150 mM NaCl, 1% Triton X/100, 0.3% désoxycholate de sodium, 0.1% SDS),

rincé deux fois et analysé par test ELISA BiP (#CL-SEC343Mu, Euromedex, France).

Calculs et analyses

La locomotion de chaque larve est relevée par tranche de 60 s. Les distances
parcourues des larves (x12 larves) ont été moyennées pour chaque condition. Les
valeurs obtenues en phase OFF ont ensuite été soustraites pour chaque larve a leurs
valeurs en phase ON pour normaliser avec la locomotion basale pour chaque larve.
Pour mesurer l'effet du traitement sur la locomotion des larves, les valeurs obtenues

chez les larves wfs7ab" non traitées ont été soustraites a celles des larves wfs1ab"’”
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traittes (WT T) avec les molécules du crible pour obtenir un pourcentage de
locomotion de référence (Loc (WT) %). L'hyperlocomotion résiduelle (Hyperloc (KO)

%), définie comme I'hyperlocomotion restante chez les larves wfs1ab*® aprés

(KO T)—(WT NT)
(KO NT)—(WT NT)

traitement (KO T), a été calculée comme suit : x100. Un indice de

protection (IPr, unité arbitraire) a été défini comme le rapport entre I'Hyperloc (KO) %
et la Loc (WT) %, traduisant l'efficacité de la molécule a atténuer I'nyperlocomotion

pathologique chez les larves KO par rapport a son effet sur la locomotion des larves

100—Hyperloc (KO)% + Loc (WT)%
100 |

WT. Indice de protect =
Le logiciel G*Power a permis de calculer le nombre d’animaux nécessaire pour avoir
une significativité statistique des résultats. 26 poissons d’'une méme condition, traduit
par une probabilité d’erreur alpha de 0.05, une puissance de 0.95 et une taille d’effet
de 0.941. Les résultats de VMR obtenus n’ont pas été analysés statistiquement car les

expériences pour chaque traitement ont été réalisées une fois pour des raisons de

praticabilité expérimentale.

Résultats

Dans un premier temps, une mise au point du protocole de criblage concernant
l'utilisation du modeéle poisson zeébre dans cette application, des paramétres
phénotypiques associés utilisés pour analyser un potentiel effet thérapeutique des
molécules, la mise en place de la durée et de la concentration des traitements, ainsi
que linterprétation de l'efficacité des molécules a été réalisée au préalable sur des

ligands S1R de référence.
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. Efficacité des ligands S1R de référence sur la lignée wfs7ab"°

Les larves ont été traitées durant 24 h, de 4 jpf a 5 jpf et durant le test de VMR,
avec les molécules de la chimiothéque a une concentration de 3 yM dans le milieu E3
contenant les larves. Des cinétiques de traitement allant de 1 h a 24 h, non présentées
ici, ont été réalisées au préalable afin d’isoler la fenétre d’efficacité la plus favorable.
La durée de traitement pour laquelle 'efficacité du PRE-084 a 10 yM permettait aux
larves de retrouver un niveau de locomotion équivalent a celui des contréles était de
24 h. Les autres traitements ont donc été réalisés de la méme maniére afin de
comparer leur efficacité sur les larves a celle du PRE-084.

Les résultats de locomotion des larves traitées ou non avec les molécules ont
été analysés de maniere a isoler 3 parameétres représentatifs de I'efficacité et de la
spécificité des molécules. Ces 3 parameétres sont : un pourcentage de spécificite, par
I'effet des molécules sur la locomotion des larves contrdles : Loc (WT) %' ; un
pourcentage d’efficacité, par leur effet sur I’hyperlocomotion des larves KO : Hyperloc
(KO) %?2 ; et, calculé & partir de ces 2 pourcentages un IPr, traduisant I'effet global des
molécules.

Une molécule avec une valeur Hyperloc (KO) % comprise entre [-20% ; +20%)]
est considérée comme d'excellente efficacité et traduit une diminution de
I'hyperlocomotion des larves mutantes traitées plus ou moins au niveau des contréles
non-traitées. Si cette valeur est comprise entre [-50% ; +50%], la molécule est
considérée comme active mais moins efficace (Figure 17A).

Si la molécule présente une valeur de Loc (WT) % entre [-20 ; +20], elle est

considérée sans effet chez les wfs1ab"’, traduisant alors par la suite une bonne

! calculé comme : 0% = larve immobile, 100% = mobilité moyenne des larves wfs1"” non-traitées.
? calculé comme : 0% = mobilité moyenne des larves wfs7"" non-traitées, 100% = hypermobilité des larves wfs1*® non-traitées.
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spécificité d’action de la molécule chez les larves wfs1ab*®. Si cette valeur est
comprise entre [-50% ; +50%], la molécule est considérée comme moins spécifique
car ayant un effet hypo/hyperlocomoteur chez les larves wfs1ab"’. Au-deld, les
molécules testées sont exclues (Figure 16A). Enfin, une molécule dont I'lPr est compris
entre [0.8 ; 1.2], est considérée comme potentiellement tres intéressante. Si I'lPr est
compris entre [0.5 ; 1.5], la molécule est moins pertinente. Toutes les autres valeurs
conduisent a I'exclusion de la molécule (Figure 16B). Les "hits" du criblage seront les
molécules les meilleures sur les 3 parameétres, donc triplement verte selon le code
couleur de la Figure 16.

Dans un premier temps, les effets des ligands S1R (a la concentration de 3 uM)
de référence ont été mesurés. lIs sont présentés dans le Tableau 2. Trois groupes de

ligands S1R ont été testés : agonistes, modulateurs positifs et antagonistes.

Hyperloc (KO) %  Exclusion Efficacité majeure Exclusion
Loc (WT) % Exclusion Spécificité majeure Exclusion
-50 % -20 % 0 +20 % +50 %
Indice de protect Exclusion Efficacité majeure Exclusion
0.5 0.8 1 1.2 1.5

Figure 16. Echelle d'efficacité d'une molécule testée selon les valeurs obtenues en test VMR.
(A) L'nyperlocomotion résiduelle, appelée Hyperloc (KO) %, définie I'hyperlocomotion restante chez les larves KO
comparé a l'effet de la molécule sur les WT, traduisant I'efficacité de la molécule. Le pourcentage de locomotion
de référence, appelée Loc (WT) %, révéle I'effet de la molécule sur les WT, traduisant la bonne spécificité d’action
de la molécule chez les larves wfs1abk® dans le contexte SW. (B) L'indice de protection a été défini comme le
rapport entre la Hyperloc (KO) % et la Loc (WT) %, et permet de déterminer I'efficacité de la molécule en fonction
de sa spécificité chez les WT.
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Les 11 ligands testés ont eu un impact marginal ou nul sur I'activité basale des

larves wfs1ab"’

ou moindre (le PRE-084 a 3 uM, le SA4503) sur I'hyperlocomotion des larves

wfs1ab®. Ces 4 molécules sont des agonistes S1R (Hindmarch and Hashimoto, 2010;

et 4 ont eu une efficacité majeure (le PRE-084 a 10 uM, I'lgmésine)

Maurice et al., 1995; Roman et al., 1990; Urani et al., 2001), il n’est donc pas étonnant

Tableau 2. Effets des ligands S1R de référence sur I’hyperlocomotion des larves wfs1abXo,

Loc (WT) % Hyperloc (KO) % Indice de protect Références
Anavex 2-73 73,2 0,22
® [PRE-084 3 uM 48,4 0,54
.'g' PRE-084 10 pM
g, Igmésine
< |SA4503 -38,7 1,24
Fluvoxamine -97,5 1,52 [6
* [s-(+) Fenfluramine 64,7 0,32 [7]
38 |ozPoo2 54,9 0,48 [8
= [Fenfluramine 64,7 0,19 [9
é NE-100 74,4 033 [10]
'g Norfenfluramine 92,6 0,13 [11]
O |(+) Norfenfluramine 77,8 0,33 [12]
g (-) Norfenfluramine 55,6 0,38 [13]

12 larves ont été testées par condition et leur valeurs des phases OFF-ON ont moyennées. Les points verts
représentent les deux agonistes induisant une restauration totale de I'hyperlocomotion des larves KO en ayant
aucun effet sur la locomotion des larves WT. Tous les traitements ont été réalisés a 3 uM, et le PRE-084 a
également été testé a 10 uM. Les traitements sont classés en 3 groupes : les agonistes S1R, les modulateurs
positifs (Mod (+)) et les antagonistes. Les références associées documentent I'activité in vitro ou in vivo de ces

molécules : [1] (Villard et al., 2011), [2] (Maurice et al., 1995), [3] (Urani et al., 2001), [4] (Roman et al., 1990), [5]
(Hindmarch and Hashimoto, 2010), [6] (Martin et al., 2020), [7] (Maurice et al., 2019), [8] (Okuyama and Nakazato,

2006), [9] (Martin et al., 2022).

de retrouver une efficacité de ces traitements dans un contexte SW (Crouzier et al.,

2022a). De maniére intéressante, I'lgmésine est un agoniste de S1R (Roman et al.,

1990) qui présente une efficacité d'antidépresseur montrée dans des modéles

animaux utilisant le test de suspension par la queue et de nage forcée (Kinsora et al.,
1998; Urani et al., 2001), mais aussi observée cliniquement avec une amélioration

significative de la psyché des patients sévérement déprimés (Leadbetter et al., 1999;
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Pande et al., 1998). Il est donc probable que I'hyperlocomotion des larves wfs1ab*©

puisse traduire une anxiété exacerbée, retrouvée de maniere marquée chez les souris
Wrs12E%" femelles (Crouzier et al., 2022a) et chez les patients atteints du SW
(Sequeira et al., 2003; Swift and Swift, 2005). L’lgmésine atténuerait alors totalement
ce déficit et de maniere spécifique (Tableau 2). Le second agoniste efficace chez les

larves wfs1ab*®

est le PRE-084, partiellement a 3 uM et totalement a 10 uM (Tableau
2) (Crouzier et al., 2022a).

Les antagonistes ne présentent pas d’effet positif sur la locomotion des
wfs1ab“® comme attendu, confirmant la spécificité d’action des agonistes S1R dans
un contexte du SW.

De maniére étonnante, aucun modulateur positif n’a eu d’effet sur la locomotion
des larves wfs1ab*®. C'est possiblement dii & une concentration testée trop faible. En
effet, une étude a montré l'efficacité anti-convulsivante de la Fenfluramine dans un
modéle poisson zébre mutant Scn1a, gene muté a l'origine du syndrome de Dravet
(Sourbron et al., 2019). Cependant le traitement était réalisé a une concentration de
6.25 uM contre 3 uM pour notre étude, ce qui pourrait expliquer I'absence d’effet des

modulateurs positifs de S1R dans notre essai. A priori, les modulateurs positifs S1R

peuvent se révéler efficaces dans le crible VMR (voir partie VI de ce mémoire).

Il. Identification de molécules toxiques ou non efficaces

Dans un second temps, le criblage des 263 NEC de la chimiothéque a été
réalisé. Le nom et la structure chimique des molécules ne seront pas dévoilés dans ce
meémoire pour des raisons de confidentialité mais cela n'impactera pas la

compréhension et I'intérét thérapeutique de ces molécules.
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Initialement, la concentration de traitement appliquée aux larves était de 10 uM
afin de comparer le niveau d’efficacité des molécules du crible avec celui du PRE-084
ala méme dose. Or, a 10 yM un grand nombre de molécules se sont révélées toxiques
pour les larves, entrainant des cedémes cardiaques, des malformations, voire de la
mortalité. La concentration des traitements a été revue a la baisse en traitant les larves
a 3 UM pendant 24 h. L’objectif était donc d’isoler un petit lot de molécules plus
efficaces que le PRE-084 a I'effet modéré a 3 pM.

Des effets délétéres chez les larves ont tout de méme été observés a 3 uM sur
un certain nombre de molécules. En effet, 98 NEC ont été considérées comme
toxiques sur les larves lorsque plus de 40% d’entre elles ont développé I'un des déficits
suivants : cedemes cardiaques, déformations générales des larves, absence de vessie
natatoire, atrophie corporelle, courbure dorsale de la larve, mortalité. Par conséquent,
ces molécules ont été exclues du crible (Tableau 3).

Parmi les 263 molécules testées sur les larves wfs1ab*®, 123 ont présenté des
valeurs Hyperloc (KO) % situées dans la zone d’exclusion, traduisant une absence
d’efficacité de ces molécules sur 'hyperlocomotion des larves wfs1ab”®, voir un effet
délétere sur celles-ci (drastiquement diminuée au-dela de la locomotion des wfs7ab"”
non traitées ou amplification de I'hyperlocomotion des wfs7ab*® ). Ces molécules n’ont

donc pas été testées chez les wfs1ab"" (Tableau 4).

157



NDGO1A05 NDGO3B08 NDG04B04
NDGO01B04 NDG03B10 NDG04B07
NDGO01C02 NDGO3B11 NDGO04B09
NDG01C04 NDG03C02 NDG04C03
NDGO01D03 NDGO03C03 NDGO04C04
NDGO01DO07 NDGO03C04 NDG04C05
NDGO01DO08 NDGO03C08 NDG04D03
NDGO1EQ7 NDGO03C09 NDGO04D04
NDGO1HO7 NDGO03C10 NDGO04D05
NDGO02A02 NDGO03C11 NDG04D06
NDGO02A05 NDGO03D03 NDGO4EO05
NDGO02A08 NDGO3D04 NDGO4E06
NDGO02A0S NDGO03D05 NDGO4EO07
NDGO02B02 NDGO3D06 NDGO4F05
NDG02B03 NDGO3D08 NDGO4F06
NDGO02B05 NDGO3D10 NDGO04G03
NDG02C04 NDGO3E02 NDGO4H05
NDG02C09 NDGO3EO5 F270
NDGO02D08 NDGO3EO08 F218
NDGO2EO3 NDGO3F02 F279
NDGO2EOS NDGO3FO03 F198
NDGO2F02 NDGO3F06 F283
NDGO2F04 NDGO3F08 F201
NDGO2F07 NDGO03G07 F175
NDGO2F11 NDGO03G08 F189
NDG02G07 NDG03G09 F180
NDG02G11 NDGO3HO03 F195
NDGO02H04 NDGO3HO06 PAT0032
NDGO3A04 NDGO3HO7 PATO030
NDGO3A05 NDGO3HO08 PAT0027
NDGO3A09S NDGO3H09 LPS01-10L-C10
NDGO03B04 NDGO04B02 RF0848
NDGO3B07 NDGO04B03

Tableau 3. Listes de molécules toxiques chez les larves wfs1ab traitées durant 24 h a une
concentration de 3 uM. Ces 98 molécules ont été exclues de par leur toxicité et n'ont pu étre testées en
VMR.
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Hyperloc (KO) % Hyperloc (KO) % Hyperloc (KO) % Hyperloc (KO) %
NDG02D09 -1283,5] |NDGO03CO05 -126,1] |NDGO2H11 101,3] |F205 176,6
NDGO03A11 -1003,6] |NDG04HO03 -124,7] |NDGO02E02 102,8] |NDGO02A07 182,8
NDGO3E11 -992,2] |NDGO3HO02 -112,6] |NDG04G02 103,9] |NDGO4F08 185,0
NDGO3F09 -834,4] |NDG04H02 -109,1] |NDGO2E10 110,4] |NDGO2B11 185,7
NDGO3F11 -596,2] |NDG02D02 -106,5] |RF0774 114,2] |NDG02G02 186,0
NDGO03D11 -583,5] |F278 -104,9] |L13 115,3] |NDGO2HO06 186,3
NDGO03B05 -548,1] |LPI3118 -93,6] [LPI2186 115,6] |RFO522F 187,8
NDGO03D07 -523,7] |NDGO03CO07 -81,3] |NDGO4F02 118,7| |NDG03G02 188,4
F207 -516,0] |F204 -80,7] |NDGO2HO02 124,1| |RF0812 198,0
NDGO3A08 -503,5] |NDG04D02 -79,0] |NDGO2D07 124,3] |NDGO4EO2 202,8
NDGO03C06 -468,2] |NDG02D06 -78,0] |NDGO3B06 127,6] |NDGO3EO7 203,8
NDGO02E08 -462,9] |NDGO02A03 -77,41 |NDGO2EO6 128,3] |NDG0O4D0O7 207,0
F188 -405,8] |NDG04C09 -73,1] |F276 129,91 |NDGO2F10 210,3
RF0790 -396,7] |NDGO4FO03 -72,8] |RF1278F 130,0] |NDGO3E0S 223,1
NDGO01B07 -355,6] |NDGO02E11 -72,5| |RF0728 130,1] |NDGO2HO03 227,1
NDG02C10 -355,4] |NDG04B08 -70,2] |NDGO02C11 131,0] |NDGO3H10 233,1
NDGO04A04 -343,5] |F90 -68,3] |NDG04C02 131,7| |NDGO3A07 234,6
NDG02A10 -341,7] |NDG02C03 -65,9] |NDGO4A02 138,9] |NDG02B07 240,4
PAT0028 -316,0] |NDG01C08 -55,7| |NDGO03B02 139,8] |NDGO4EO4 247,6
F181 -285,0] |F271 -45,8] |RFO664Br 140,0] |NDGO2HO09 248,5
F249 -274,9] |NDGO1HO5 -40,8] |NDGO4HO7 140,5| |NDG02G10 263,2
F206 -273,2] |NDG02C02 -29,5| |NDGO03DO02 141,6] |NDGO3G06 264,2
NDGO1H06 -269,6] |F191 -26,8| |LP13088 141,7| |NDG04G08 271,5
F190 -266,9] |NDG03GO03 40,9] |LPI3013 145,6] |NDGO2E04 275,3
NDGO3EO6 -257,8] |NDGO3F07 51,1] |NDGO1EO8 146,1| |RF0698 278,3
F227 -254,7] |NDGO3A06 52,6] |NDGO4AO07 147,41 |NDGO2HO8 284,9
NDG02G04 -244,6] |NDGO3EO4 58,6] |LPS02-06 147,91 |NDGO3B09S 293,7
NDG01C06 -230,2] |NDGO4F04 62,9] |AP17 150,1] |NDGO3A03 299,6
PB212 -203,4] |NDG02DO05 72,2] |RF0639 151,2| |FAS 304,3
NDG02D04 -197,6] |NDG02G05 80,1] |NDGO1F06 153,7| |NDGO3F10 310,2
NDG02D03 -195,7] |NDG02G06 80,9] |LPS02-18L 154,7| |NDGO2H10 325,0
RF0646 -195,2] |RF0S02F 82,8] |NDGO4EO3 158,5] |NDG02D10 325,4
F297 -184,1] |NDG04HO08 82,8 |NDGO2F06 159,7] |NDGO3A02 334,0
NDG03B03 -180,3] |F280 83,01 |INDG01G07 160,5] |NDGO4A09 344,7
F94 -172,8] |AP5 83,3] |NDG02G09 161,9] |NDGO02C08 429,4
F268 -171,5] |NDG04C07 83,9] |NDG04GO06 163,8] |NDG02B08 445,7
NDG03D09 -170,2] |LPI3013Cl 84,9 |NDGO4EO8 165,8] |NDGO3A10 477,2
NDG02G08 -157,5] |NDG02C06 88,7| |NDGO4EO8 165,8] |NDGO3E10 545,7
RF0766 -149,4] |RF0802 93,3] |NDG03G11 173,1] |NDG02G03 545,8
NDG02A06 -140,4] |NDG02B04 94,5| |RF0766 173,5] |NDGO02A11 615,3
NDG02B10 -127,3] |NDGO2F03 98,0 |NDGO3F04 176,2] |NDGO2F09 824,2

Tableau 4. Listes des molécules non efficaces chez les larves wfs1abK0. Les valeurs d'Hyperloc (KO)
% des 123 molécules ont été classées par ordre croissant. Les valeurs d’Hyperloc (KO) % comprises en [-20 ; +20]
étant considérées comme d'excellente efficacité chez les KO, ces molécules sont toutes situées dans la zone
d’exclusion, c'est a dire au-dela de +/- 50% d'efficacité.

lll. Identification de molécules efficaces et caractéristiques

moléculaires

Les résultats du criblage sur les 42 molécules restantes ont révélé 9 composés
efficaces et spécifiques (NDGO02H07, NDGO04C08, F192, RF0852, NDG04DO08,
RF0767, NDGO3H11, L6, RF1222Cl), ce qui s'est traduit par leurs 2 valeurs Loc (WT)
% et Hyperloc (KO) % dans les plages d’efficacité ou de spécificité majeure et avec un

IPr égal ou proche de 1. Ces composés diminuent donc I'hyperlocomotion
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pathologique des larves wfs71ab

et n‘ont aucun ou trés peu d’effet sur la locomotion
des larves wfs1ab”’" (Tableau 5). Les autres composés ont des IPr dans les zones

d’efficacité moindre ou d’exclusion, signifiant soit qu'ils ont un effet moindre ou délétere

bKO bWT

sur les larves wfs7ab™" et/ou qu’elles affectent la locomotion des larves wfs7ab™". Ces
molécules sont donc exclues, bien qu’il pourrait étre intéressant d'en tester certaines
a une concentration supérieure a 3 uM.

Concernant les molécules issues de la chimiothéque Italienne, des études ont
montré que la molécule L6 faisant partie d’'une nouvelle série chimique appelée
phenoxyalkylpiperidines et présentant une affinité subnanomolaire pour S1R
dépassant de loin I'affinité du PRE-084, avait de puissants effets anti-amnésiques chez
un modele murin (Abatematteo et al., 2022). La molécule est un agoniste S1R tres
efficace et il n'est donc pas étonnant de la trouver parmi nos 9 hits. La molécule
structurellement proche, L13, présente également une bonne affinité pour S1R et des
effets anti-amnésiques, mais a des doses 10 fois plus élevées comparé au L6. Ceci
pourrait contribuer a expliquer pourquoi le L13 n’était pas efficace a une concentration
de 3 M dans le crible, méme si des considérations de biodisponibilité ne sont pas a
exclure. Il serait intéressant de valider cette hypothése en testant la molécule a une
concentration plus élevée sur les larves. Enfin, la structure de la molécule F192 et sa
haute affinité pour S1R ont également été décrites (Berardi et al., 2005). Cependant,
aucune étude n’avait encore révélé son pouvoir thérapeutique sur un modéle in vivo,
notre étude étant donc la premiére a montrer I'efficacité du F192 dans un contexte SW.
Ces 3 hits ne peuvent étre brevetés en tant que médicament car leur structures affinité
et activité in vitro ou in vivo ont déja été publiés mais ils ont permis de valider que de
puissants ligands S1R ont des effets spécifiques dans notre crible phénotypique chez

le poisson zébre wfs1ab*C.
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Loc (WT) % Hyperloc (KO) % Indice de protect

NDGO4F07 92,7 50,6 -0,43|
NDG04GO7 49,0 0,33
NDG02B09 65,8 0,33
RF0954 66,8 0,36
NDGO3HO4 60,8 0,36
NDG03GO5 58,4 0,44
FA10 27,4 27,6 0,45
NDG02D11 63,0 0,47
RF0523F 50,5 0,53
NDGO02EO5 42,4 0,54
RFO630F 43,7 0,57
NDG01C11 48,0 0,60|
NDGO3HO5 33,2 0,64|
NDGO02B06 35,2 68,4 0,67
NDG02A04 0,70}
NDGO2HO5 26,3 54,8 0,71
NDGO2E07 22,9 51,2 0,72
NDGO2FO05 0,76
NDG04G04 26,0

NDG02C05 42,1 56,3

NDGO4B05 21,3 30,9

NDGO2HO7 o
NDGO4C08 o
F192 o
NDGO1B06 29,8 29,9

NDGO1A02 27,6 27,3

NDGO4A03 26,5 26,2

RF0852 o
NDGO4AO5 24,1 21,0

NDGO4H04 24,6

NDGO4H06 20,3

NDG04D08 o
RF0745 34,4 24,6

RFO767 o
NDGO3H11 o
L6 o
RF1222C o
F169 1,28
NDGO4AOS 23,8 1,41
NDGO2F08 26,9 20,1 1,47
NDGO3E03 -56,2 1,59
NDGO3FO05 54,1 1,68

Tableau 5. Liste des molécules du crible classées en fonction de leur indice de protection sur les
larves wfs71ab. Les molécules sont classées par ordre croissant d'indice de protection. L'indice de protection
optimal étant 1. Les 9 points verts indiquent les molécules efficaces sur 'hyperlocomotion des larves KO et qui
n'ont aucun effet sur la locomotion des larves WT.
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a. Affinité des hits pour S1R

Dans un premier temps, I'affinité pour S1R des hits a été mesurée par un test
de compétition avec la fixation de la [3H](+)—pentazocine sur S1R. L’affinité (Ki) de
notre molécule de référence, le PRE-084, est de 44 nM (Su et al., 1991). Les résultats
présentés dans le Tableau 6 montrent que les molécules L6 et F192 sont trés affines
pour S1R avec des Ki de 0.86 nM et de 1.78 nM respectivement. Parmi les 7 hits
identifiés du lot Strasbourgeois, 2 se sont montrés trés affins pour S1R (NDGO02H07,
NDG04C08), 2 autres moyennement affins (RF0767, RF0852) et 3 sans effet
(NDGO3H11, NDG04D08, RF1222Cl). L'efficacité de ces 3 molécules dans le criblage
est probablement induite par un autre mécanisme cellulaire que la modulation directe

de S1R, qui demandera a étre étudiée par la suite.

Ki (nM) % inhibition a 100 nM Ki estimé (nM)
de [®H](+)-pentazocine
L6 0.86 [1] - -
F192 1.78 [2] - -
PRE-084 44 [3] - -
NDGO2HO7 - 67 50
NDGO04C08 - 64 56
RFO767 - 41 144
RF0852 - 21 376

Tableau 6. Déplacement de la [*H](+)-pentazocine de S1R par des molécules du crible. Les molécules
sont classées par force d’affinité a S1R, traduit par une valeur de Ki faible. Le L6 est donc la molécule du crible la
plus affine pour S1R avec un Ki = 0.86 nM. La ligne grisée correspond au PRE-084. Références : [1] (Abatematteo
etal., 2022), [2] C. Abate, communication personnelle, [3] (Su et al., 1991).

b. Mesure de I'activité ST1R des hits
Dans un second temps, I'efficacité des composés affins pour S1R a été évaluée
sur un test cellulaire (Hayashi and Su, 2007). Afin de déterminer I'activité, agoniste ou

antagoniste, leur effet sur la dissociation de S1R et BiP dans des cellules CHO
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surexprimant S1R tagué par une GFP a été mesurée par dosage ELISA. Un agoniste
dissocie le complexe S1R-BiP. Un antagoniste n’induira pas la dissociation et bloque
la dissociation induite par I'agoniste de référence (PRE-084). Les efficacités du PRE-
084, de NDGO2HO07, de RF0852 et de RF0767 ont été évaluées. Comme le montre la
Figure 17, les 3 hits ont induit la dissociation du complexe S1R/BiP avec des ICsg
inférieures a celle mesurée pour le PRE-084 (125 nM pour le RF0852 ; 237 nM pour
le RFO767 et 383 nM pour le NDG02HO07). De maniére intéressante, les dissociations
S1R-BiP, ont été bloquées par I'antagoniste de référence, le NE-100 a 3 pM. Sur la
base de ces résultats, le NDGO2HO07, le RF0852 et le RFO767 sont bien identifiés
comme des agonistes de S1R. Leur efficacité in vivo est donc corrélable a la
modulation directe de I'activité de S1R dans un contexte SW. La molécule NDG04C08
n'a pas été testée car nous avons identifié des limitations dans son développement
possible (squelette moléculaire difficle a moduler et liberté d'exploitation pas
évidente).

De maniéere générale, le test VMR chez les larves de la lignée wfs7ab a donc
permis de tester l'efficacité d’'un grand nombre de molécules dans un contexte SW.
Les ligands S1R de référence ont permis de mettre au point le protocole de traitement
applicable aux molécules de la chimiotheéque ainsi que I'analyse des résultats des
VMR associées. Le criblage phénotypique a été réalisé dans un temps assez court
(environ 6 mois) et de maniére peu colteuse comparé a l'utilisation d’autres modéles

animaux.
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Figure 17. Régulation de I'association du complexe S1R-BiP par les molécules affines S1R du
crible. Les efficacités (ICs) de NDG02H07, de RF0852 et RF0767 ont été comparées a celle de I'agoniste S1R
de référence, le PRE-084. Les molécules ont été ajoutées dans le milieu de culture pendant 30 min & 37°C. Les
lysats cellulaires ont été collectés et utilisés pour la détection de BiP couplés a S1R. Les molécules ont été testées
a une concentration finale de 0.01 a 10 uM. Les valeurs représentées par des points verts représentent une seule

mesure. Les valeurs résultants du co-traitement des molécules avec le NE-100 a 3 uM sont représentées par des
points bleus.

La répartition de I'effet des 263 molécules de cette banque sur les larves wfs7ab a
donc été la suivante (Figure 18) : 3% des composés se sont révélés trés efficaces et
spécifiques, 13% avaient une efficacité ou spécificité moindre ou nulle ou un IPr dans
la zone d’efficacité majeure induits par des effets compensés des Loc (WT) % et des
Hyperloc (KO) %. 47% se sont révélés non efficaces chez les KO, voir délétéres sur

la locomotion et 37% toxiques.
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Figure 18. Récapitulatif de la proportion des effets des molécules de la chimiothéque sur
I’hyperlocomotion des larves wfs71abX0 et la locomotion des larves wfs1ab¥. La proportion de
molécules trés efficaces est représentée en vert, les molécules moyennement efficaces en gradient
vert/jaune/blanc, les molécules non efficaces ou ayant un effet délétére sur la locomotion des KO sont représentées
en blanc et les molécules toxiques en gris. Abréviation : IP, indice de protection.

On réalise ici l'intérét d'avoir travaillé sur une chimiothéque « biaisée », nos
collaborateurs chimistes ayant intentionnellement sélectionnés les composés a tester
comme de probables ligands S1R de par leur structure chimique. On a donc obtenu
un ratio élevé de molécules efficaces (3%) comparé a d’autres études ou le
pourcentage de hits identifies était compris entre 0.01 et 0.5% dans des cribles
cellulaires a haut débit, plus classiques (Avery et al., 2014; Xiong et al., 2021).

A lissu de ce crible, une démarche détaillée de la relation structure-activité a
éteé initiée et les chimistes synthétisent actuellement de nouveaux composés issus de
la structure chimique initiale de ces 3 composés afin d’améliorer leur stabilité, affinité
et efficacité in vivo, tout en conservant le squelette initial de la molécule a I'origine de
son efficacité. Le but étant de créer un grand nombre de molécules structuralement
proche du RF0767, RF0852, et du NDGO2HOQ7 et efficaces afin d’isoler plusieurs
molécules compétentes dont une infime partie pourra étre développée en médicament

chez ’'Homme.
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Partie VI. Identification d’un alcaloide issu du crible, le MED0092, en tant que
nouveau modulateur positif de S1R, avec des activités anti-amnésiques et

neuroprotectrices dans la MA et le SW.

Contexte

La chimiothéque fournie par les collaborateurs Strasbourgeois était composée
non seulement des 371 composés décrits plus haut, mais également de 108 molécules
naturelles ou repositionnables. Une dizaine de ces composés ont eu un effet
pharmacologique sur I'hyperlocomotion des larves wfs1ab“®. L'un de ces composés
est tres efficace. Le MEDO0092 est un alkaloide trés concentré dans des préparations
ethnopharmacologiques qui sont traditionnellement utilisées et dont les effets
thérapeutiques ont largement été décrits dans la littérature. Sa nature et sa structure
chimique ne seront pas révélées ici pour des raisons de confidentialité. Nous
envisageons une valorisation de cette molécule sur la base des résultats
meécanistiques obtenus suite a son identificatiuvon comme hit dans notre criblage
phenotypique. En effet, nos résultats montrent que le MEDO092 n'est pas un agoniste
S1R mais agit comme un modulateur positif de S1R. Il est sélectif et efficace car il
potentialise la capacité du PRE-084 a dissocier S1R de BiP a des concentrations
nanomolaires et se comporte comme un agoniste de S1R in vivo : (i) il renverse les

troubles d'apprentissage chez les souris Wfs12E*" (i)

il atténue I'amnésie induite par
la Dizocilpine chez les souris Swiss et (iii) il prévient les déficits d'apprentissage induits
par I'’AB2s.35, un modeéle pharmacologique de la MA. Les effets du MED0092, chez le

bKO

poisson zébre wfs1a et les souris traitées a la Dizocilpine, ont été bloqués par le

NE-100 confirmant la sélectivité de son effet. Cette étude identifie donc un nouveau
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modulateur positif de S1R aux propriétés cognitives et neuroprotectrices puissantes,

qui pourrait étre rapidement utilisé dans plusieurs indications.
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Article 5

The alkaloid MED0092 is a potent sigma-1 receptor positive modulator with

cognitive and neuroprotective properties

Lucie Crouzier, Johann Meunier, Allison Carles, Axelle Morilleau, Cassandre
Vrigneau, Martine Schmitt, Jean-Jacques Bourguignon, Benjamin Delprat, Tangui

Maurice

En préparation
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Résultats

Comme S1R est exprimé dans de nombreux organes et différents types de
cellules, son réle est d'une importance majeure dans la physiologie normale ainsi que
dans des conditions physiopathologiques (Su et al., 2010, 2016). Des ligands S1R
développés comme médicaments ont une affinité S1R de I'ordre du nanomolaire, tels
que la fluvoxamine, la sertraline, le donépézil et I'afobasole (Kato et al., 1999; Narita
et al., 1996; Seredenin et al., 2009). Nous avons par ailleurs décrit la neuroprotection
médiée par S1R dans des modéles murins de la MA (Espallergues et al., 2007;
Maurice et al., 1998; Meunier et al., 2006; Villard et al., 2009, 2011) et, plus
récemment, dans le SW (Crouzier et al., 2022a). Sur la base de ces résultats, le lot de
108 molécules naturelles ou repositionnables a été criblé chez les larves de wfs1ab"®
en utilisant la stratégie de criblage phénotypique définie plus haut (Crouzier et al.,
2022a). Trente composés ont été écartés car ils étaient toxiques pour les larves,
entrainant des cedémes cardiaques, des altérations morphologiques ou de la mortalité.
Cinquante-sept composés n'ont pas réussi a diminuer la réponse hyperlocomotrice

bKO

des larves wfs1ab™ et ont été considérés comme inefficaces. Parmi les 21 composés

présentant une efficacité modérée ou totale, le MEDO092, a permis de bloquer la

bKO

réponse hyperlocomotrice des larves wfs1ab™" sans affecter la mobilité spontanée des

larves wfs1ab"’

, montrant ainsi un IPrde 1. Le MEDO0092 n'a aucune affinité pour S1R
(Ki > 30 pM) et une affinité modérée pour S2R (Ki = 13 uM). Ce manque d’affinité pour
S1R pourrait s’expliquer par le fait que si la structure chimique du MEDOQ92 présente
bien un groupe hydrophobe a une distance de 8,4 A d'un atome d'azote, cohérent avec

le modéle pharmacophorique initial de S1R par Glennon (Glennon et al., 1994), on

note l'absence du second domaine hydrophobe nécessaire a une fixation
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« orthostérique » sur S1R (sur le site reconnu par la [°H](+)-pentazocine), 'azote étant
seulement monomethylé.

L'activité S1R du MEDO0Q92 a été analysée par le test de dissociation S1R/BiP.
Le MEDOOQ92 n'a pas réussi a dissocier S1R de BiP a des concentrations allant jusqu'a
30 uM, confirmant que ce n'est pas un agoniste de S1R. Mais, lorsque le MEDO0Q92 a
été co-administré avec des concentrations croissantes de PRE-084, un déplacement
de la courbe de réponse du PRE-084 a été observé vers des concentrations plus
faibles et des ICso diminués a 140-150 yM, démontrant une modulation positive S1R
du MEDO0092, avec une ICso pour effet modulateur évaluée a 289 nM. Ces résultats
sont donc cohérents avec une modulation positive non orthostérique sur S1R.

Une activité modulatrice positive de S1R a été décrite depuis l'identification
précoce des sites de liaison sigma. Plusieurs composés ont été identifiés depuis,
comme le SKF-83959, le SKF-38393, le SCH-23390, le SOMCL-668, Ile
méthylphénylpiracétam (E1R), I'OZP002 et la Fenfluramine (Guo et al., 2013, 2015;
Martin et al., 2020; Maurice et al., 2019; Vavers et al., 2019; Zvejniece et al., 2014).
L'allostéricité a été clairement démontrée pour le SKF83959, le SKF38393, le
SCH23390 (Guo et al., 2013) et le SOMCL-668 (Guo et al., 2015) et la modulation
positive a été démontrée en utilisant le test de dissociation S1R/BiP pour 'OZP002
(Maurice et al., 2019) et la Fenfluramine (Martin et al., 2020). La molécule est en outre
trés sélective puisqu'elle ne présente, dans un crible mené sur 47 récepteurs et
protéines, que des activités sur les récépteurs 5-HT; et 5-HT1g mais qui méritent d’étre
étudiées par la suite (60% d'inhibition a 1 uM signifiant une affinité submicromolaire
pour le récepteur 5-HT3). Des études ont en effet montré des relations fonctionnelles

entre les ligands 5-HT3; et S1R, avec, par exemple, un impact sur la libération de
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dopamine dans le noyau accumbens et le striatum mesurée par microdialyse chez le
rat (Volonté et al., 1992, 1995).

On notera que le MEDO0092 est bien actif par lui-méme puisque son métabolite
le plus évident, par déméthylation de I'azote, le AIMEDO0092, n'est pas efficace.

Enfin, le MED0092 a montré une activité pharmacologique, non seulement chez

la souris Wfs12E%°n8

, confirmant les résultats du modéle poisson zébre, mais également
chez les souris injectées a la Dizocilpine et les souris injectées centralement avec du
peptide Al3s 35, un modéle pharmacologique de MA (Maurice et al., 1996). La molécule
montre donc des activités anti-amnésiques et neuroprotectrices dans des modéles de
MA et du SW et se comporte in vivo comme un agoniste S1R, une propriété déja
décrite pour tous les modulateurs positifs S1R. lls ont en effet montré une activité
anticonvulsivante, pour la Phénytoine, la Ropizine, le SKF-83959, le SKF-38393, le
SCH23390, le SOMCL-668, E1R et la Fenfluramine, une activité neuroprotectrice pour
le SKF-83959 et '0ZP002, ou une activité anti-amnésique pour le SKF-83959, le SKF-
38393, I'0ZP002 ou la Fenfluramine. Cette particularité n'est pas encore expliquée
mais peut reposer sur la nature particuliere de S1R qui est une chaperonne sans ligand
endogene indubitablement identifiée. S1R s'active par des changements
physiologiques (modifications locales de taux de calcium ou de niveau de stress
oxydant) et on peut concevoir qu'un modulateur en impactant la conformation de la
protéine puisse directement induire un effet in vivo (Vavers et al., 2019).

En conclusion, en utilisant un criblage phénotypique de ligands potentiels de
S1R chez le poisson zébre wfs1ab®®, le MED0092 a été identifié comme nouveau

modulateur positif de S1R, avec des activités anti-amnésiques et neuroprotectrices

dans des modéles de MA et du SW. Le médicament est actif in vivo a faible dose et
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ses effets contribuent probablement aux effets pharmacologiques décrits dans la

phytothérapie traditionnelle. La valorisation de ce composé est en cours de discussion.

174



DISCUSSION,
PERSPECTIVES ET
CONCLUSION



176



Cette thése avait pour but principal d’identifier de nouvelles pistes
thérapeutiques pour traiter une maladie génétique rare et orpheline, le SW. Des études
cellulaires ont permis d’apporter des connaissances sur la physiopathologie du SW,
notamment sur le réle de WFS1 dans la régulation des voies UPR (Fonseca et al.,
2005; Morikawa et al., 2017; Shang et al., 2014; Ueda et al., 2005) et la régulation du
transfert calcique (Angebault et al., 2018; Cagalinec et al., 2016; Osman et al., 2003;
Takei et al., 2006). La dérégulation de ces mécanismes cellulaires, induite par la
mutation de WFS1, entraine la mort des cellules. Des molécules thérapeutiques ont
été mises en évidence in vitro et permettent d’espérer un nouveau médicament (Abreu
et al., 2021; Angebault et al., 2018; Kakiuchi et al., 2009; Li et al., 2017; Lu et al., 2014;
Nguyen et al., 2020; Shang et al., 2014; Toots et al., 2018). Bien que les modéles
soient largement utilisés par leur facilité d'emploi et leur reproductibilité, ils montrent
des limitations. En effet, un organisme vivant comprend des interactions moléculaires
complexes qu’une cellule en culture ne peut avoir. Les modéles in vitro et in vivo sont
donc indissociables pour caractériser au mieux la physiopathologie d’'une maladie.

Actuellement, il existe différents modeles cellulaires et animaux permettant
d’étudier le SW. Chaque modéle ne présentant qu’une partie de la symptomatologie,
I'étude de plusieurs modéles en paralléle permet donc une analyse plus compléte des
mécanismes physiopathologiques. Durant ma thése, plusieurs modéles ont été utilisés
en paralléle pour aborder au mieux les altérations comportementales et cellulaires

induites par la mutation de WFS1.

Caractérisation et validation des différents modeéles d’étude du SW

Comme présenté dans la Figure 19, les patients atteints du SW développent

plusieurs symptomes tels qu’'un diabéte sucré insulino-dépendant, un diabéte insipide,
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Homme Fibroblastes wifs 1a¢825% Wfs 748x0n8

Wfs 1 bW493X
'7 .,9 A wfs1abke

Mutation Récessive/Dominante Récessive Récessive

Diabéte sucré

Atrophie optique

X { X
LS

Surdité

Déficit vestibulaire
Diabéte insipide
Troubles neuro

Altération de la V V
réponse au stress

L€ S

Altération du transfert

calcique *V

Altération mitochondriale *V + V
Autophagie/mitophagie V

Figure 19. Les symptomes du SW observés dans différents modeles d'étude et la restauration de
ces déficits par modulation de S1R ou de NCS1. Les patients possédent une mutation de WFS1 récéssive
ou dominante, induisant des symptdémes, présentés en ligne dans ce tableau, et des études in vitro sur des
fibroblastes ont permis de mettre en évidence des altérations cellulaires. Les différents modeles d'étude utilisés
dans cette thése ont permis d’étudier un large panel de déficits, permettant ainsi de mieux comprendre la
physiopathologie du SW. Les OK de couleur verte mettent en évidence les déficits développés par chaque modéle,
les croix bleus les déficits qui ne sont pas développés par ces modeles et les points d'interrogation des parametres
non étudiés aujourd’hui. Les différents modéles ont permis également d’identifier des pistes thérapeutiques, telles
que S1R et NCS1 dans notre étude. L'efficacité thérapeutique de la surexpression de NCS1 sur les déficits
développés par les modeles d'étude est représentée par une étoile rose et l'efficacité de l'activation ou la
surexpression de S1R par une étoile jaune.

une atrophie optique, une perte auditive et des troubles neurologiques (Wolfram and
Wagener, 1938). Au niveau cellulaire, les études in vitro ont permis de mettre en
évidence une altération de la régulation du stress du RE, une altération du transfert
calcique, des déficit mitochondriaux et autophagiques/mitophagiques (Angebault et
al., 2018; Cagalinec et al., 2016; Crouzier et al., 2022a; Fonseca et al., 2005, 2010;
Yamada et al., 2006). Les modeéles in vivo, lignées poissons zébres mutantes wfs17a,

1AExon8

wfs1b et wfs1ab, et souris Wfs , ont permis d’étudier certains déficits induits par
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la pathologie chez 'Homme mais une synthése des études sur I'ensemble des
modéles s'aveére nécessaire pour décrire la quasi-totalité des déficits développés par
les patients. Les lignées de poisson zébre mutantes pour wfs7 développent a 5 jpf des
potentiels troubles neurologiques, visuels, une altération des voies UPR et de I'activité
mitochondriale (Crouzier et al., 2022b, en revision) (Figure 19). Certaines altérations
physiopathologiques retrouvées chez 'lHomme, telles que le diabéte sucré, la surdité
et le déficit vestibulaire, n‘ont pas été identifiées chez le modeéle poisson zébre.
Plusieurs hypothéses sont possibles. Soit les études ont été réalisées a un stade de
développement trop précoce pour observer des déficits, soit car les organes du
poisson zebre ne sont pas tous morphologiquement et fonctionnellement corrélables
avec 'Homme comme par exemple l'oreille interne. En effet, les poissons n'ont pas
d'organe auditif dédié comme la cochlée des mammiféres, mais leur oreille interne est
constituée de trois chambres, c'est-a-dire le saccule et la lagena, qui sont nécessaires
pour la perception auditive, et 'utricule, indispensable a I'équilibre postural (Bever and
Fekete, 2002; Nicolson, 2005; Riley and Moorman, 2000). Cette absence de déficit
mesurée chez les larves peut également étre induit par des méthodes d’analyses pas
assez fines pour permettre d’identifier un déficit. Pour des questions de praticité et
d’éthique, toutes les expériences ont été réalisées au stade larvaire.

Certains déficits restent encore a explorer chez ce modele tels que le diabete
insipide a un niveau symptomatologique, le déficit vestibulaire ou encore le transfert
calcique et I'autophagie/mitophagie a un niveau cellulaire. La mesure du niveau de

glucose a été réalisée sur des larves wfs1ab"®

et une légére altération non significative
a été observée comparé aux contréles, malgré une stimulation par un traitement de 24
h au glucose (Singh et al., 2019). Le protocole de mesure de la glycémie des larves,

pourtant publié dans une autre étude (Singh et al., 2019), parait étre une analyse trop
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grossiére pour mesurer un déficit dans notre étude. En effet, la teneur en glucose
contenu dans 'homogénat de poisson mesure avec le dispositif Accu-Chek Performa®
est réalisé a partir de larves entiéres. Le séchage total des larves avant I'extraction du
glucose de larves par homogénéisation de I'échantillon est une étape délicate et
cruciale pour une mesure du glucose de maniére optimale et reproductible. Si cette
étape est mal réalisée, le petit volume final d’extraction (5 pL) peut étre biaisé par le
volume d’eau déposeé dans le tube avec les larves, diluant ainsi le taux de glucose de
I'échantillon. Il serait intéressant d’infirmer ou de confirmer ce résultat avec un dosage
biologique a partir du kit Amplex™ Red Glucose/Glucose Oxidase, qui permet de
mesurer l'activité de la glucose oxydase ou la libération de glucose a l'aide d'un
spectrophotomeétre. La glucose oxydase réagit avec le d-Glucose pour former la d-
Gluconolactone et le peroxyde d’hydrogéne. En présence de peroxydase de raifort, le
peroxyde d’hydrogene réagit avec le réactif Amplex™ Red pour générer la résorufine,
un indicateur coloré fortement fluorescent dans le rouge (Morris et al., 2021).

Le systéme vestibulaire chez les larves de poisson zebre est fonctionnel a partir
de 3 jpf (Easter and Nicola, 1997). Les réflexes vestibulaires coordonnent les
mouvements ou les entrées sensorielles avec les changements de position du corps
ou de la téte. Les réponses évoquant le vestibule impliquent les muscles extraoculaires
de la larves qui induisent un mouvement oculaire compensatoire permettant de
stabiliser les images rétiniennes appelé réflexe vestibulo-oculaire (VOR) (Mo et al.,
2010). Récemment, une équipe a développé un nouveau dispositif de test de VOR des
larve des poisson zébre, évoqué par le mouvement de la téte autour d’un axe
horizontal a la terre (Sun et al., 2018). En comparaison avec les différences mesures
du VOR réalisées sur de précédentes études (Beck et al., 2004; Easter and Nicola,

1997; Mo et al., 2010), le test du VOR développé par Sun et al. posséde de nombreux
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avantages dont notamment la position figée de la larves sans anesthésie durant
l'acquisition du VOR, évitant d’affecter le mouvement des yeux. En utilisant ce
dispositif, il serait possible d’étudier la fonction vestibulaire des lignées de poisson
zébre wfs1 mutantes a 5 jpf.

La régulation de I'hnoméostasie ionique des fluides corporels médiée par la
vasopressine (hormone antidiurétique) chez les mammiferes est régulée par la
vasotocine, analogue structural de la vasopressine, chez les non mammiféres tels que
le poisson (Lema et al., 2019). Pour analyser l'effet de la mutation de wfs? sur le
développement d’'un diabéte insipide chez les lignées poissons zebres wfs7 mutantes,
I'expression de la vasotocine et des génes transporteurs d'ions pertinents pourraient
étre analysés, ainsi que la prolifération et la différenciation des cellules progénitrices
des ionocytes (cellules riches en Na*-K*-ATPases, les cellules riches en H'-ATPases
et les cellules cotransportrices Na*™-ClI”, respectivement responsables de I'absorption
du Ca?*, de I'équilibre acido-basique et de I'absorption du chlorure et des fonctions de
transporteur d'ions) (Tong et al., 2020; Wang et al., 2009).

De maniére intéressante, des expériences d’'imagerie calcique permettent
d’analyser l'impact de la mutation de wfs? sur l'influx de Ca®* dans différents types
cellulaires affectées par le SW. En utilisant une sonde de type GCaMP, largement
utilisée aujourd’hui chez le poisson zebre (Liu and Baraban, 2019; Muto and
Kawakami, 2011; Muto et al., 2011), il suffirait de croiser nos lignées wfs71 mutantes
avec des poissons transgéniques exprimant GCaMP dans des cellules spécifiques qui
dégeénerent chez les patients SW, telles que les cellules 3 pancréatiques. Pour cela,
la séquence geénétique codante pour GCaMP peut étre insérée sous le contrdle du
promoteur ins spécifique des cellules pancréatiques (Lorincz et al., 2018), ou is/2b

pour les CGR (Walker et al., 2013). GCaMP est une sonde calcique ratiométrique
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composée d’'une protéine cpEGFP, protéine fluorescente verte modifiée qui se replie
circulairement sur elle-méme et liée a la calmoduline (CaM), qui est capable de
s'associer au Ca?* présent dans le milieu cellulaire, et & un peptide synthétique M13
(Nakai et al., 2001). La cpEGFP est fluorescente et la calmoduline, quant a elle, est
présente naturellement dans le cytoplasme des cellules. La fixation de Ca** sur CaM
induit un changement de conformation du peptide M13, qui a son tour change la
conformation de la protéine cpEGFP, ce qui accroit sa fluorescence. Ainsi par imagerie
confocale, il est possible de mettre en évidence une potentielle altération du transfert
calcique entre le RE et la mitochondrie des lignées wfs1 mutantes en quantifiant la
fluorescence émise par les cellules.

De la méme maniére que présentée dans la partie Il de ce mémoire sur les
modéles cellulaires et murins, 'autophagie et la mitophagie peuvent étre mesurées sur
des larves de poisson zebre. La transparence des larves facilite la quantification des
marqueurs autophagiques LC3 et des sondes lysosomales et mitochondriales. |l serait
donc possible, par exemple, de générer des lignées de poissons zébres transgéniques
exprimant une LC3 fusionnée a la protéine fluorescente verte (GFP) (GFP-LC3)
comme réalisé dans d’autres études (Cui et al., 2012; He et al., 2009; Mufioz-Sanchez
et al., 2020). Sous le contréle d’'un promoteur ubiquitaire tel que I'actine, nous
pourrions ainsi déterminer si le nombre d’autophagosome est altéré quand wfs1 n’est

plus fonctionnelle. Cependant, le croisement de la lignée double mutant wfs1ab"®

avec
des lignées transgéniques peut prendre plusieurs mois mais cela reste réalisable. En
effet, a la seconde génération de poisson zébre généré a partir d’'un premier
croisement de GCaMP x wfs1ab*®, les larves homozygotes pour les mutations wfs7a

et wfs1b, et présentant le transgéne GCaMP ou GFP-LC3 ne représenteront que 1/32°

de la ponte. Plusieurs croisements seront donc nécessaires afin d’obtenir un nombre
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conséquent de larves wfs1ab"®-transgénique (+) permettant de devenir de géniteurs
afin de produire des larves sur lesquelles il sera possible de réaliser in fine la
quantification du flux calcique ou I'autophagie/mitophagie.

Enfin, comme mesuré chez les fibroblastes de patients et sur des neurones

hippocampiques de souris Wfs745%" (

Crouzier et al., 2022a) et afin de corréler les
phénotypes comportementaux a 5 jpf a des altérations cellulaires, nous avons voulu
analyser I'impact de la mutation de wfs? sur la qualité des contacts RE/mitochondries
chez les larves wfs1ab“®. Nous avons d'abord examiné les CGR en utilisant la
microscopie électronique a transmission. Nous avons été confrontés a une limitation
technique due au type de cellules lui-méme. Alors que nous avons réussi a imager les
mitochondries et les sites de contact RE-mitochondries dans d'autres tissus de la larve
(cellules musculaires, neuromastes), nous n'avons pas réussi a obtenir de bonnes
acquisitions dans les CGR. Ceci est inhérent au type de cellules étudiés (libération
rapide de glutamate, gonflement du cytoplasme), et nous n'avons pas été en mesure
d'inverser ce probléme. Nous avons donc décidé d'essayer un test de ligature de
proximité (Proximity ligation assay, PLA) sur des coupes de rétine de larves. Un
marquage immunohistochimique a donc été mis en place a l'aide du kit PLA en
immunomarquant les interactions IP3R/VDAC, présentes respectivement a la
membrane du RE et de la mitochondrie. Les résultats, non présentés dans ce
mémoire, permettent d’'observer de petites taches brunes (en fond clair) au niveau des
différentes couches de la rétine traduisant les interactions IP3R/VDAC. Cependant, la
profondeur du tissu et la superposition de certaines taches ne permettent pas un
comptage optimal de celles-ci au microscope optique. Il serait intéressant d’utiliser un

kit PLA avec des anticorps visible par fluorescence et ainsi réaliser des stacks d'image
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de la rétine au microscope confocal afin de dissocier aisément les différents spots
d’intéraction au niveau des différentes couches de la rétine.

Concernant le modéle murin Wfs7°5°" |es souris développent & 3 mois un
diabéte sucré, une atrophie optique, une surdité, des troubles neurologiques et au
niveau cellulaire, une altération du transfert calcique dans I'hippocampe et le cortex,
un déficit de I'activité mitochondriale et des altérations de I'autophagie/mitophagie
(Abreu et al., 2020; Crouzier et al., 2022a; Luuk et al., 2009). Il est mesuré des
altérations de la mémoire et de I'apprentissage et de I'anxiété, comme retrouvé chez
32% des patients atteints du SW (Chaussenot et al., 2011). Certains déficits n'ont pas
encore été étudiés sur des modéles murins tels que le déficit vestibulaire, le diabete
insipide et I'altération des voies UPR. Le déficit vestibulaire peut étre quantifié par une
batterie de tests comportementaux (orientation dans I'espace, régularité de la marche,
mouvement de téte, qualité de nage) (Fasquelle et al., 2011), et la sévérité du diabéte
insipide pourrait étre évaluée par la consommation d’eau, I'osmolalité plasmatique et
urinaire, et la quantité de vasopressine présente dans les excrétions urinaire des
souris (Morishita et al., 2005). Enfin, la mesure du taux d’ARNm et I'expression
protéique de marqueurs du stress du RE (BiP, IRE1, XBP1, PERK, ATF4, ATFG,
CHOP, Eif2a) dans différents tissus tels que le cerveau, la rétine, le pancréas ou
encore l'oreille interne permettrait de mesurer 'impact de la mutation de WFS1 sur ces
différents tissus et ainsi corréler les déficits fonctionnels aux différentes altérations
cellulaires.

La seconde lignée de souris Wfs1 mutantes, non présentée dans ce mémoire,
appelée Wfs15%%K développe précocement et rapidement des déficits vestibulaires,
une coordination motrice altérée, une surdité et une cécité (données en cours de

publication de I'équipe). Des analyses biochimiques permettraient de mettre en
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évidence un éventuel diabéte chez ces souris, et les déficits cellulaires associés

pourront étre mis en évidence par des études post mortem.

Thérapie génique par NCS1

Depuis 2009, plusieurs études de thérapie génique ont montré un intérét
thérapeutique chez I'Homme pour diverses maladies (Aiuti et al., 2013; Biffi et al.,
2013; Costa et al., 2013; Hauswirth et al., 2008; Isgro et al., 2010; Liu et al., 2013;
Maguire et al., 2008; Miniarikova et al., 2018). Le modéle murin est largement utilisé
dans ces études de thérapie génique, notamment pour le cancer (Zhang et al., 2015b),
les dystrophies musculaires (DelloRusso et al., 2002; Larcher et al., 2014), les troubles
hématologiques (Kuether et al., 2012; Negre et al., 2015), neurologiques (Haase et al.,
1997), respiratoires (Tuggle et al., 2014), hépatiques (Domvri et al., 2012) et
cardiovasculaires (Mearini et al., 2014). Des cibles thérapeutiques issues de protéines
situées dans les MAM ont été identifiées et validées dans nos modeles in vivo et in
vitro. Comme présenté dans la Figure 19 (étoiles roses), la surexpression de NCS1
chez les larves wfs1ab"® a permis de restaurer I'hyperlocomotion et Iactivité
mitochondriale (Crouzier et al., 2022a) probablement en restaurant les déficits de
transfert calcique entre le RE et les mitochondries et I'activité mitochondriale (Figure
20), comme retrouvé chez les fibroblastes de patients (Angebault et al., 2018).

En effet, dans les cellules saines, WFS1 se lie a NCS1 pour former un complexe
avec IP3R et activer le transfert de Ca** entre le RE et la mitochondrie afin de
promouvoir la fonction mitochondriale. Lorsque le complexe WFS1/NCS1/IP3R et
VDAC sont fonctionnels, le Ca®* peut étre transféré correctement du RE vers les
mitochondries et activer le cycle de Krebs et la chaine respiratoire mitochondriale.

Dans le SW, la perte de fonction de WFS1 conduit a la dégradation de NCS1 et une
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Figure 20. Modéle d'altération mitochondriale induite par la perte de fonction de WFS1, et
restaurée par la surexpression de NCS1. Laltération du transfert calcique ainsi que la fonction
mitochondriale induites par la mutation de wfs? seraient restaurées par la surexpression de NCS1 chez les larves
wfs1abko,

diminution du transfert de Ca** du RE vers les mitochondries. En conséquence, la
chaine respiratoire mitochondriale est altérée. La surexpression de NCS1 chez les

b*® pourrait non seulement restaurer les interactions RE/mitochondries,

larves wfst1a
le transfert de Ca®*, mais également le dysfonctionnement mitochondrial comme
retrouvé dans les travaux d’Angebault et al. a partir de fibroblastes de patients
(Angebault et al., 2018). Nos travaux ont donc confirmé l'intérét thérapeutique de

NCS1 dans le contexte du SW en validant son efficacité thérapeutique sur un modéle

in vivo.
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Par la suite, I'effet de la surexpression de NCS1 chez les larves wfs1ab"®

pourrait étre analysée au niveau de la dérégulation des voies UPR.

Bien que le modele poisson zébre ait permis d’identifier des phénotypes
pathologiques ainsi que de valider des cibles protéiques pertinentes permettant de
traiter le SW, il est important de valider I'efficacité de la modulation de I'expression de
NCS1 sur un modéle mammifére. C’est pourquoi, une étude de thérapie génique

ciblant NCS1 chez les souris Wfs1"

est en cours au sein de I'équipe. Le but étant
de surexprimer TARNm de NCS1 chez les souris a un stade précoce afin de prévenir
'apparition des déficits neurodégénératifs observés a 3 mois. Pour cela, des
souriceaux ages de 24 h sont transduits avec un vecteur viral de type AAV codant le
transgéne NCS1. Selon le mode d’injection, nous pouvons obtenir soit la
surexpression locale de NCS1 par injection intracérébroventriculaire (ICV) du virus,
soit de maniére systémique par injection dans la veine temporale. L’injection
systémique permettra potentiellement de restaurer les altérations sur différents
organes. L’efficacité du mode d’injection de NCS1 sera évaluée sur les troubles
cognitifs et 'anxiété de ces souris, développés a 3 mois. Il serait également intéressant
de mesurer leur glycémie.

Dans une étude in vitro complémentaire non présentée dans ce mémoire, sur

1P et modifices

des cellules de pancréas de souris (Min6), appelées Wfrs
genetiquement par la transfection de shRNAs dirigé contre WFS1, m’a permis de
mettre en évidence une altération de la respiration mitochondriale par analyse de la
consommation d’'oxygéne (Seahorse XFe24). En effet, jai observé une diminution
significative de la respiration basale, de la respiration associée a la production d’ATP,

de la respiration maximale, et de la fuite de protons. |l serait intéressant de mesurer la

survie de ces cellules. Une étude a montré une diminution de la survie cellulaire chez
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des cellules de rat Wfs1%° (INS1) comparé aux contrdles aprés un traitement au
glucose (30 mM) pendant 24 h (Nguyen et al., 2020). L'impact de la mutation de wfs1
sur la survie cellulaire des Min6 pourrait étre déterminé par exemple avec un test MTT,
test permettant de mesurer I'activité métabolique cellulaire en tant qu'indicateur de la
viabilité, de la prolifération et de la cytotoxicité des cellules.

NCS1 est un régulateur des voies de signalisation dépendantes du calcium
(Nakamura et al., 2019), telles que la survie (Nakamura et al., 2006) et la sécrétion
d'insuline (Gromada et al., 2005). Il serait donc intéressant de surexprimer NCS1 dans
les cellules Min6 par transfection ’ARNmM NCS1 avec de la lipofectamine ou par
vecteur viral (lentivirus), afin d’analyser son potentiel effet thérapeutique sur 'activité
mitochondriale et la survie des cellules B pancréatiques déficient en wfs1 encore

méconnues aujourd’hui.

Thérapie pharmacologique ciblant S1R

L’activation de S1R par I'agoniste de référence PRE-084 ou par surexpression
de son ARNm a permis de restaurer de nombreux phénotypes comportementaux et
cellulaires tels que les troubles neurologiques chez les modeéles poissons zébres et
souris, les déficits du transfert calcique et de I'activité mitochondriale et une altération
autophagiques/mitophagiques chez les fibroblastes de patients et la souris (Figure 19)
(Crouzier et al., 2022a). De par son efficacité sur différentes altérations et dans
plusieurs modeéles du SW, ces résultats confirment I'intérét de S1R en tant que cible

thérapeutique.
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Figure 21. Modéle de rétablissement fonctionnel des MAM par un agoniste de S1R induisant
I'augmentation du transfert de Ca2* médié par IP3R vers les mitochondries. L'altération du transfert
calcique ainsi que la fonction mitochondriale induites par la mutation de wfs? seraient restaurées par I'action de
I'agoniste de S1R chez les larves wfs1abko.

Comme résume en Figure 19 (étoiles jaunes), l'effet pharmacologique du PRE-
084 sur le transfert calcique entre le RE et les mitochondries et I'activité mitochondriale
(Figure 21), montré dans les fibroblastes de patients ou dans d’autres études
(Goguadze et al., 2019; Hayashi et al., 2000), est un mécanisme cellulaire cohérent
avec l'efficacité comportementale de la molécule. En effet, en condition physiologique
WFS1 stabilise NCS1 a IP3R, augmentant ainsi le transfert de Ca?*. En condition SW,
la mutation de WFS1 entraine une diminution de I'expression de NCS1. Etant donné
que S1R et le NCS1 interagissent, I'action d'un agoniste sélectif de S1R pourrait

fonctionnellement compenser par une modulation positive du transfert de Ca?* médié

189



par IP3R et, par conséquent restaurer hypothétiquement les fonctions mitochondriales
(Figure 21).

Il serait intéressant de mesurer I'effet de I'activation de S1R sur le diabéte,
I'atrophie optique et la surdité des souris Wfs1°5*" et sur la dérégulation du stress
du RE et les altérations mitochondriales chez les poissons zébres wfs1 mutants. Cela
permettrait d’étendre I'indication thérapeutique de S1R a d’autres pathologies comme
notamment le diabéte de type 1.

L’étude préliminaire sur cellules Min6 a permis de mettre en évidence une
altération de la respiration mitochondriale, avec diminution de la respiration basale, de
la production d’ATP, de la respiration maximale et de la fuite de protons. Aprés un
traitement au PRE-084, aucune restauration de ces déficits n’a cependant pu étre
observée. On pourrait expliquer cela par les concentrations élevées de progestérone,
dans le sérum de veau fecetal (SVF) ajouté au milieu de culture qui est connu pour agir
comme antagoniste S1R endogene de forte affinité (268 nM) (Su et al., 1988). En effet,
une étude a montré que l'efficacité comportementale des agonistes S1R sur les
capacités de mémoire ou le désespoir comportemental est directement liée aux
niveaux de progestérone endogéne (Phan et al., 2002). Cette observation est
d'importance pour considérer en pratique clinique les meilleures indications pour des
agonistes S1R (jeunes patients prépubéres, patients agés) (Maurice et al., 2001; Phan
et al., 1999; Urani et al., 2001). |l sera donc intéressant de renouveler I'expérience en
veillant a diminuer au maximum la concentration de SVF durant le traitement avec le
PRE-084 et les différentes mesures OCR.

Enfin, les souris Wfs1E804

ont également été traitées au PRE-084 par voie
intrapéritonéale (0.3 et 1 mg/Kg) une fois par jour durant 15 jours avant I'apparition

des symptomes (P15 a P30). Le PRE-084 a permis de restaurer la coordination
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motrice au test du Rotarod. Le cervelet étant indispensable a la coordination des
mouvements et a I'équilibre et les patients ayant une atrophie du cervelet, il serait
intéressant d’analyser, par des études histochimiques d’une part, la morphologie
générale du cervelet sur tranche afin d’observer une potentielle atrophie, et par un
marquage immunohistochimique d’autre part, la microglie (Iba1) ou les astrocytes
(GFAP) de cette région cérébrale. Si une altération est identifiée, il serait intéressant
de regarder si le PRE-084 induit des effets bénéfiques sur la morphologie générale du
cervelet (arborisation dendritique des cellules de Purkinje, par exemple), qui pourrait
conduire a la restauration des déficits moteurs. Concernant le déficit vestibulaire,
aucune amelioration n’est notée avec le traitement. Ce déficit étant important et avec
un développement rapide, son atténuation par le PRE-084 n’est probablement pas

envisageable.

Devenir des nouvelles entités chimiques

La sélectivité des effets pharmacologiques de S1R dans les différents modéles
in vitro et in vivo du SW, I'utilité d'un modele de poisson zébre pour définir un test de
dépistage phénotypique rapide utilisant le l'augmentation de la réponse motrice
visuelle des poissons pour cribler d'importantes bibliothéques de médicaments, et la
nécessité d'optimiser la découverte de médicaments dans une maladie aussi rare que
le SW, nous ont amené a explorer une chimiothéque. A l'issu de ce criblage & moyen
débit de molécules, plus ou moins affines pour S1R, 4 hits ont été identifiés. Il serait
intéressant d’étudier les mécanismes cellulaires induits par les 4 molécules efficaces
sur la locomotion des larves et notamment d'analyser leurs effets sur les déficits
cellulaires associés, tels que le stress du RE et I'activité mitochondriale des larves de

bKO

la lignée wfs1ab™", afin de corréler leur efficacité sur les phénotypes pathologiques a
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la restauration des déficits cellulaires. Leurs effets thérapeutiques devront étre

également testés sur un modéle mammifére, comme la souris Wfs7145%°8

(Crouzier et
al., 2022a). Par analogie avec le PRE-084, cela permettra de confirmer ou d'infirmer
leur potentiel thérapeutique en agissant directement sur les phénotypes
pathologiques.

Une molécule a été particulierement étudiée en derniére partie de cette thése,
le MEDO092. Cette molécule naturelle a été caractérisée comme modulateur positif de
S1R, ce qui est un résultat inattendu car le crible devait nous permettre d'identifier plus
logiquement des agonistes. Le MED0092 permet de restaurer in vivo des phénotypes
pathologiques induits par le SW et la MA. [l montre un mécanisme d'action original sur
S1R et par, possiblement, des synergies avec une composante sérotoninergique. Ce
mécanisme d'action doit étre caractérisé. La valorisation de la molécule est en

discussion avant des études cliniques pour vérifier son innocuité, sa tolérabilité et son

efficacité dans les indications qui seront choisies.

Conclusion

La progression récente de plusieurs molécules en phases cliniques a renforcé
la validité des protéines des MAM en tant qu'agents pharmacologiques cibles, tel que
S1R. Leur efficacité dans des modéles précliniques de différentes pathologies décrit
l'importance des altérations des MAM et le stress du RE dans les processus
neurodégeénératifs. Durant ma thése, le développement et I'étude de différents
modéles ont permis d’identifier des déficits cellulaires et comportementaux corrélables
avec les patients pour in fine identifier des pistes thérapeutiques capables de renverser
ces déficits. Deux protéines présentes a la région dans les MAM, S1R et NCS1, ont

été identifices comme des cibles thérapeutiques permettant de restaurer les
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altérations comportementales et cellulaires induites par le SW. A Iissu du criblage, des
nouvelles entités chimiques ont été identifieces comme futurs médicaments. Une
démarche de relation structure-activité autour des molécules les plus efficaces est

actuellement en cours sur les larves wfs7ab”®

afin d’augmenter le nombre de
molécules efficaces pouvant étre développées en phase clinique. Pour cela, un
programme de maturation vient de commencer au laboratoire. Celui-ci devrait, a
terme, permettre la création d’'une startup pour initier des essais cliniques chez
'Homme. Par ailleurs, le MEDO0092 est une molécule prometteuse, pour un
développement rapide de futur médicament, et son efficacité peut étre appliquée a
d’autres maladies neurodégénératives impliquant une altération des MAM.

Au cours de ce projet, nous avons donc montré que : (1) les fibroblastes de
patients, les poissons zébres wfs1a®?X wfs1b**¥ et wfs1ab”® et les souris
Wis12E%"  développent des déficits comportementaux et cellulaires, (2) la

bKO

surexpression de NCS1 chez les larves wfs7a a permis de restaurer les déficits

comportementaux et cellulaires induits par la mutation de wfs1, (3) l'activation de S1R,

par un agoniste ou par surexpression de son ARNm, chez les fibroblastes de patients,

bKO 1AEXOI18

les poissons wfs71a et les souris Wfs permettait de renverser les altérations

comportementales et cellulaires, et (4) a partir de la réponse motrice des larves

wfs1abX®

, un criblage phénotypique a permis d’identifier 8 hits restaurant le déficit
locomoteur des larves mutantes, dont le MED0092, une molécule repositionnable, qui
est un modulateur positif de S1R possédant des effets bénéfiques sur les déficits

comportementaux de deux modeéles murins, le SW et la MA.
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