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3-mut : génotype homozygote pour un

géne et hétérozygote pour le second
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messager/complémentaire
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CarboxyEthyle)-5-(Et-6)-

CarboxyFluorescéine)

C-terminale : Carboxy-terminale
C57BL/6 : lignée murine C57 Black / 6
CAA : Acides Aminés Cationiques

CLEAR : Coordinated Lysosomal

Expression and Regulation

CRF : Cystinosis Research Foundation

EGFP : Enhanced Green Fluorescent

Protein

ES : cellules Souches Embryonnaires

GC/MS-TOF : Chromatographie en

phase Gaseuse / Spectrométrie de Masse

par Temps de vol (Time Of Flight)

GEF : Facteur d’Echange nucléotidique de

Guanine

GCN2 : General Control

Nonderepressible 2

GSH : Glutathion

GTPases : enzymes de la Guanosine

Trois-Phosphates

HEK : Human Embryonic Kidney

HEPES : acide 4-(2-HydroxyEthyl)-1-
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KO : Knock-Out (délété)
LAAT-1 : Transporter d’Acides Aminés 1

LDL : Lipoprotéines de faible (Light)

Densité

LSD : maladie (Disease) de Stockage

Lysosomal

MES : acide 2-(N-Morpholino) éthane

sulfonique

MTOR : mammalian Target Of

Rapamycin
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MTORC1 : mammalian Target Of

Rapamycin Complex 1

MXD : Disulfure Mixte de cysteine-

cystéamine

N-terminale : NH,-terminal (amine)
NMDG : N-Méthyle-D-glucamine
NO : oxyde Nitrique

PC : lignée murine mutée pour Ctns et

Pqlc2

PCR : technique de Réaction en Chaine

par une Polymérase

PQLCZ : PQ-loop repeat containing 2

ROS : espéces (Species) Réactives de

I’Oxygeéne
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Systéme « € » : systéme

« cationique »

TEVC : potential (Voltage) imposé

(Clamp) a deux (Two) Electrodes

THB : faisceau (Bundle) de Trois Hélices
TM : TransMembranaire
TFEB : Facteur de transcription « EB »

V-ATPases: pompe Vésiculaire de

protons

WT : « wild type », Sauvage
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Problématique et objectifs de la these

Au moment ol je suis arrivé dans mon équipe d’accueil, a la fin de I'année 2012, celle-ci était sur le
point de publier I'article princeps rapportant l'identification du transporteur lysosomal d’acides

aminés cationiques PQLC2 (Jézégou et al., 2012).

Cette découverte, réalisée de maniéere indépendante et concomitante par un autre groupe du
« National Institute of Biological Sciences » de Pékin (Liu et al., 2012), permettait également de
combler un vide sur le mode d’action d’'un médicament, la cystéamine, dans le traitement d’une
maladie de stockage lysosomale, la cystinose. Ces deux études faisaient donc deux percées
scientifiques importantes : l'identification d’'un nouvel acteur de la biologie lysosomale, et la

découverte du mécanisme d’action d’'un médicament.

Mon sujet d’étude faisait ainsi écho a ces nouveautés, avec deux axes de recherche menant a 3

principaux objectifs :

1) terminer la caractérisation fonctionnelle de PQLC2

2) évaluer la généralité, ou non, du mode d’action de la cystéamine, montré ex-vivo sur des
fibroblastes, a I’échelle de I'organisme par la production d’'un modele murin dépourvu de
PQLC2 (KO)

3) utiliser ce modéle KO pour aborder I'étude du réle physiologique de PQLC2 chez la souris,

comme nos concurrents I’avaient fait chez le nématode.

L’activité de transport de PQLC2 avait été bien caractérisée dans I'étude de mon équipe d’accueil,
mais plusieurs questions importantes avaient été laissées en suspens. Notamment, elle n’avait pas
permis de caractériser son couplage ionique, c'est-a-dire la source d’énergie qu’il utilise pour
transporter ses substrats a travers la membrane du lysosome. Les outils nécessaires pour étudier
cette question étant présents dans mon laboratoire, mes premiers travaux s’y étaient donc

naturellement consacrés.

Mes premiers résultats indiquaient, sans ambigiiité, un couplage ionique du transport indépendant
des protons, la principale source d’énergie utilisée par les transporteurs du lysosome. En revanche,
les premieres études des parametres cinétiques de I'activité de transport de PQLC2 mettaient a jour
un comportement dont I'origine, malgré nos efforts, nous échappait. Ce n’est qu’apres plus de deux
années de recherche que, suite a I'accumulation d’un nombre suffisant de pieces de puzzle, mon
directeur de these mettait le doigt sur le mécanisme qui allait permettre d’expliquer I'originalité du
comportement de transport de PQLC2, et de construire I'ensemble du puzzle. Ce moment
particulier, sans doute pour moi le plus excitant et inoubliable de ma thése, était a I'origine d’une

discussion qui débuterait en milieu de journée, et qui se terminerait tard dans la pénombre, sans que
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nous n’ayons vu la nuit tomber. A partir de ce moment, et jusqu’a la fin de mes quatre années de

théses, les expériences sur ce projet ont été prolifiques.

Mon axe de recherche sur le modeéle murin KO se développait quant a lui rapidement, et les
premieres souris KO voyaient le jour moins d’un an aprés le début de mes travaux. Je commencais
ainsi la caractérisation de ce KO, et jentamais la production du modeéle murin de cystinose
dépourvue de PQLC2. Ce dernier point révélera un phénotype inattendu qui nous permettra de
proposer une hypothése originale quant au role de PQLC2 a I'échelle de I'organisme. Je me
consacrais donc prioritairement, en utilisant ce modéle murin plus complexe, a I'objectif n°3 plut6t

gu’a I'objectif n°2.

Ce manuscrit présente cette expérience de recherche, dans lequel mes deux axes de recherche
apparaissent sous la forme de deux chapitres distincts. L'approche et les méthodes utilisées font
I’objet d’un chapitre préalable. La conclusion générale fait un point sur les découvertes effectuées et

met en perspective les processus biologiques dans lesquelles elles pourraient intervenir.

Ces quatre années de thése ont été financées par une fondation américaine dédiée a la cystinose, la

« Cystinosis Research Foundation » (CRF). Ce financement incluait notamment ma bourse doctorale.
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INTRODUCTION

1. Le lysosome

1.1. Géneéralités

Découvertes et grandes fonctions

Le lysosome est un organite intracellulaire découvert par Christian de Duve en 1955 (De Duve et al.,
1955). A cette époque, le développement de méthodes biochimiques de centrifugation différentielle
rendait possible la séparation de la cellule en plusieurs fractions subcellulaires. La découverte d’une
enzyme spécifiquement localisée dans I'une de ces fractions, la glucose-6-phosphatase, posa les
bases de la découverte d’une structure limitée par une membrane, a contenu acide, et de densité
intermédiaire entre les mitochondries et les microsomes, nommée par la suite « lysosome »
(Bainton, 1981; de Duve, 2005). La visualisation de ces vésicules par microscopie électronique en

1956 confirma leur existence (Novikoff, Beaufay, and De Duve 1956 ; figure 1).

Figure 1 : Images de lysosomes en microscopie électronique.

Gauche : Premiere image de lysosomes de rat purifiés (modifié d’apres Novikoff et al. 1956). Droite : Lysosomes
dans une cellule de souris, réalisées dans le cadre d’une collaboration avec le Plateau technique « Imagerie
Cellulaire & Moléculaire » de I'Université Paris Descartes dirigé par Bruno Saubaméa. Les fleches jaunes

indiquent les lysosomes (membrane simple). Les fleches bleues indiquent les autophagosomes (double
membrane).

14



Soixante ans plus tard, le lysosome est un organite délimité par une bicouche lipidique simple
(membrane) circulaire, de taille (0.1-1um) et de contenu extrémement variable présent dans toutes
les cellules animales (excepté les globules rouges) (figure 1). Il contient plus de 70 protéines
luminales, dont 60 hydrolases acides, et 50 protéines membranaires clairement identifiées. Ce chiffre
évolue encore de nos jours (Chapel et al. 2013; Schroder et al. 2010; Settembre et al. 2013). C'est un
organite extrémement mobile, capable de fusionner et d’interagir de maniére dynamique avec
d’autres constituants cellulaires (Luzio, Pryor and Bright, 2007; Settembre et al., 2013; Luzio et al.,
2014).

Actuellement, on considére le lysosome comme un acteur important des grands processus cellulaires
tels que la maintenance des macromolécules et organites cellulaires et le recyclage de leurs
composants élémentaires (autophagie), la nutrition cellulaire, la mort cellulaire programmée et tres

récemment, la réponse au stress oxydant.

Role dans la nutrition cellulaire

Certains nutriments ne sont assimilables par les cellules que par des voies métaboliques impliquant
le lysosome. C’est le cas notamment de la vitamine B12, du cholestérol et du fer (Gahl, 1989). Ces
molécules, présentes dans la circulation sanguine sous forme libre ou complexée a une molécule de
transport (par exemple le LDL pour le cholestérol) sont captées par des récepteurs de haute affinité
présents a la membrane plasmique des cellules, puis sont internalisés par endocytose. La voie
d’endocytose permet in fine I'acheminement du complexe cargo-récepteur au lysosome, dont
I'acidité permet la dissociation. Le métabolite ainsi libéré est exporté hors du lysosome vers le
cytosol par des transporteurs de la membrane du lysosome. Dans certains cas (vitamine B12), la
protéine soluble (transcobalamine) complexée au nutriment doit étre dégradée dans le lysosome

pour libérer ce dernier.

A ce rble clé d’apport spécifique de nutriments essentiels pour la cellule, le lysosome participe
également a I'approvisionnement en composants de bases (acides aminés, acides gras, sucres) par le
recyclage de composants endogénes ou exogenes a la cellule. Ce point sera détaillé plus en détail

dans la prochaine section.

Role dans la mort cellulaire programmée

Le lysosome est un organite au contenu extrémement dangereux car les enzymes qu’il contient ont
pour fonction de dégrader les constituants cellulaires. Elles sont donc confinées et séparés du reste
du cytosol par I'intermédiaire d’'une membrane lipidique. Si cette membrane protectrice vient a étre
fragilisée (« perméabilisation »), les dégats importants occasionnés et la destruction de protéines

clés causeront irrémédiablement la mort de la cellule.

En fonction du niveau de perméabilisation du lysosome, et donc de la quantité d’enzymes

transloquées dans le cytosol, on distingue deux processus de mort cellulaire.
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La nécrose incontrolée, pouvant étre associé a la rupture des membranes des lysosomes, et donc a
une libération massive d’enzymes, est un cas extréme. Elle ne fait pas partie du programme de
maintenance du tissu et, de ce fait, peut étre néfaste pour sa fonction ou son développement. En
effet, le contenu de la cellule et les enzymes lysosomales seront possiblement déversées dans

I’environnement de la cellule lysée (Terman et al., 2006).

La mort cellulaire lysosomale (mort cellulaire de type 2), est un processus contrélé par la cellule
(Gomez-Sintes, Ledesma and Boya, 2015). Elle est induite par la perméabilisation sélective de la
membrane de lysosomes ciblés par I'intermédiaire de molécules endogénes, comme par exemple les
membres pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 (Bax, Bim...), ou exogenes comme certaines toxines de
bactéries (VepA de Vibrio cholerae ou la Pneumolysine de Streptococcus pneumoniae). Ces molécules
induisent la translocation d’enzymes lysosomales actives a pH neutre, les Cathepsine B et D, qui, une
fois dans le cytosol, induiront la perméabilisation des membranes mitochondriales et I’activation des
caspases menant ainsi a la mort cellulaire par apoptose. De nombreuses pathologies, notamment

neurodégénératives, présentent une mort cellulaire lysosomale exacerbée.

Les processus d’autophagies sont étroitement liés aux processus d’apoptose. Cette relation subtile et
complexe encore mal comprise fait également intervenir le lysosome comme un élément régulateur

important de la mort cellulaire programmé (Fitzwalter and Thorburn, 2015).

Role dans la réponse au stress oxydant

Tres récemment, un nouveau mécanisme de réponse de la cellule au stress oxydant faisant intervenir
le lysosome a été mis a jour (Zhang et al., 2016). Cette étude montre que des conditions de stress
oxydant, induites par I'ajout d’agents oxydants ou par la libération d’espéces réactives de I'oxygéene
(ROS) par les mitochondries, ménent, par son oxydation, a I'activation spécifique et directe d’un
canal de la membrane lysosomale, TRPML1, perméable au calcium. Le calcium ainsi libéré va
permettre in fine de favoriser la biogénese lysosomale et I'autophagie pour permettre a la cellule de
nettoyer les composants défectueux et dangereux. Cette voie fait intervenir TFEB, un facteur de

transcription clé qui sera présenté dans une autre section.

1.2. Le lysosome comme usine de maintenance et de
recyclage

Le lysosome est principalement connu pour son rble dans la dégradation et le recyclage des
composants extracellulaires (endocytose) ou intracellulaires (autophagie). Ce processus fait
intervenir plus de 60 hydrolases acides spécialisées dans la dégradation des protéines, sucres, lipides
et acides nucléiques en constituants de bases (acides aminés, oses...) (Schroder et al., 2010). |l
participe ainsi a la nutrition cellulaire et a la protection de la cellule par I’élimination des organites

défectueux ou des agrégats protéiques qui représentent une menace pour l'intégrité de la cellule.
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C'est le cas, par exemple, des ROS produits en exces par les mitochondries endommagées introduits
dans la section précédente. A la maniere d'une centrale a recycler, cette fonction peut se
décomposer en plusieurs étapes a savoir : I'import du matériel a recycler, le recyclage en matiere
premiere et I'export de la matiére premiere. A chacune de ces étapes, différents acteurs clés de la

lumiére ou de la membrane du lysosome sont impliqués (figure 2).

cytoplasme

lumiére

Recyclage

macromolécules catabolites

“" 2

hydrolases @

Autophagie
Endocytose

Transporteurs actifs
secondaires

ATP
V-ATPase

ADP +P,
Figure 2 : Organisation générale du lysosome dans son role d’usine de maintenance et de

recyclage.

Modifié avec autorisation d’apres Quentin Verdon.

Import du matériel a dégrader et recycler

Le matériel a dégrader et a recycler est tout d’abord importé. Cette étape peut étre réalisée par la
fusion du lysosome avec les vésicules contenant le matériel a recycler. Le matériel exogéne provient
alors de voies d’endocytoses (Klumperman and Raposo, 2014), tandis que le matériel endogéne
provient d’autophagosomes de la voie macroautophagique (He and Klionsky, 2009) ou
microautophagique (Mijaljica, Prescott and Devenish, 2011). Comme pour les autres phénomeénes de
fusion membranaire, elle fait intervenir des protéines SNARE et des protéines GTPases Rab (Mullock
et al., 1998; Luzio, Pryor and Bright, 2007). Certaines protéines provenant directement du

cytoplasme peuvent également étre directement importées dans la lumiére du lysosome en
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traversant sa membrane avec l'aide de protéines chaperon (CMA : chaperone-mediated autophagy).
La protéine a dégrader est reconnue par la protéine chaperon hsc70 et est amenée a la membrane
du lysosome par interaction avec la protéine membranaire lysosomale LAMP-2A. LAMP-2A se
multimérise alors et forme un pore, qui permettra la translocation de la protéine débobinée dans la
lumiére du lysosome. Ce dépliement fait intervenir hsc70 et le complexe LAMP-2A (Kaushik and
Cuervo, 2012).

Recyclage en matiere premieére

Une fois importées dans la lumiere du lysosome, les macromolécules ou les organites sont
hydrolysées par des hydrolases activées a pH acide. Le pH acide de la lumiére est un des parameétres
fondamentaux qui caractérise le lysosome. L’acidification est réalisée par une V-ATPase (« V » pour
vacuolaire ou vésiculaire), un transporteur primaire qui permet le transport de deux protons dans la
lumiére du lysosome pour I'’hydrolyse d’'une molécule d’ATP (Klaus W. Beyenbach and Helmut

Wieczorek, 2006). Cette activité permet de générer un pH luminal aux alentours de 4.5.

Export de la matiere premiere

Finalement, les catabolites générés par I'hydrolyse lysosomale sont exportés vers le cytoplasme par
I'intermédiaire de transporteurs membranaires. La membrane du lysosome est ainsi pourvue d’'une
multitude de transporteurs spécialisés dans I'export de ces différents substrats. La plupart utilisent le
gradient de protons comme source d’énergie (Ruivo et al., 2009). lls couplent ainsi I'export d’une

molécule de substrat a un proton, on parle alors de transporteurs secondaires de type symport.

Maladies de stockage lysosomal

De nombreuses pathologies sont causées par la perte de fonction de I'une de ces protéines
lysosomales. On les regroupe sous le nom de maladies de stockage lysosomal (LSD). Ce sont des
maladies génétiques héréditaires rares caractérisées par I'accumulation du substrat non dégradé ou
non exporté dans la lumiére du lysosome (Lieberman et al., 2012). C'est le cas de la maladie de
Gaucher, qui touche le gene qui code pour la glucocérébrosidase, I'enzyme qui catabolise les
glucosylcéramides et les glucosylsphingosines; ou bien de la cystinose, qui est causée par une
mutation dans le gene du transporteur lysosomal de cystine, la cystinosine. Les symptémes des
maladies lysosomales apparaissent souvent progressivement avec |'age et comprennent en général
une atteinte du systeme nerveux central, du foie et de la rate, du coeur, des os et des muscles (Platt,
Boland and van der Spoel, 2012). Une description clinique de la cystinose est présentée a la fin de ce

chapitre.
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Diversité des roles cellulaires de la dégradation lysosomale

Ainsi, le lysosome est |'organite spécialisé de la dégradation cellulaire et du recyclage. Il posséde une
activité basale (autophagie basale), mais peut également étre recruté et stimulé; on parle alors

d’autophagie induite (Ravikumar et al., 2010).

L'autophagie induite est initiée pour supplémenter la cellule en nutriments par recyclage de
constituants cellulaires lors de carences nutritionnelles, ou lorsqu’une dégradation accrue de
composants cellulaires ou extracellulaires est nécessaire. Son role dans le recyclage des constituants
cellulaires en nutriments est fondamental dans de nombreuses situations physiologiques. C'est le cas
notamment lors du développement embryonnaire ou de la période néonatale ou I'organisme doit
tirer une grande partie de son énergie du recyclage de composants devenues inutiles (Mizushima and
Levine, 2010). La dégradation de composants cellulaires ou extracellulaires peut intervenir dans la
défense contre des micro-organismes pathogénes (Deretic, Saitoh and Akira, 2013), la dégradation
d’organites défectueux dangereux, comme les mitochondries (Zhang, 2013), mais également dans la
dégradation des agrégats protéiques retrouvés dans des pathologies comme la maladie de Parkinson
ou d’Alzheimer (Nixon, 2013).

En assurant toutes ces fonctions, les lysosomes participent ainsi a ’'homéostasie cellulaire.

1.3. Le lysosome comme plateforme de signalisation

Le role cellulaire donné au lysosome a pendant longtemps été restreint a celui d’usine a recycler. Une
des avancées majeures de ces dix dernieres années est la découverte de son implication en tant que
plateforme de signalisation de la protéine kinase mTOR, un chef d’orchestre du métabolisme et de la
croissance cellulaire. Un des éléments clés de cette fonction est I'activation du complexe 1 de mTOR
(mTORC1) par les acides aminés intracellulaires (Zoncu, 2012) via son recrutement a la membrane

lysosomale par le complexe Ragulator-Rag (Sancak et al., 2010).

mTORC1 est activé a la surface du lysosome

La protéine mTOR (mammalian target of rapamycin) est une Ser/Thr kinase qui, par
interactions/associations avec d’autres protéines forme le complexe mTORC1. mTORC1 est un
complexe majeur de signalisation cellulaire car il intégre des signaux nombreux et variés tels que les
facteurs de croissance, les hormones, les acides aminés intracellulaires, le glucose, le statut
énergétique ou le stress oxydatif et il régule, en fonction de ces signaux, I'équilibre entre croissance

cellulaire et autophagie.

Lors d’'une carence nutritionnelle, les différentes voies anaboliques sont réprimées (synthése
protéique, lipidique...). Le complexe mTORC1 est alors inactif et posséde une localisation cytosolique

encore mal définie. Les processus d’autophagie sont quant a eux stimulés, ce qui permet de
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compenser le manque de nutriments exogenes par le recyclage des constituants cellulaires afin de
garantir I'approvisionnement énergétique et nutritionnel des voies métaboliques. La mobilisation des
acides aminés endogenes par la protéolyse lysosomale permet alors la réactivation de mTORC1

(figure 3).

MTORC1 est activé par son interaction avec RHEB (Long et al., 2005). RHEB (Ras homologue enriched
in brain) est une petite GTPase spécifique au systéme endomembranaire, qui est régulée par les
facteurs de croissance ou par le statut énergétique de la cellule (Laplante and Sabatini, 2012). La
raison pour laquelle I'activation de mTORC1 se produit spécifiquement au niveau du lysosome
provient de la présence de RHEB a la surface de cet organite, mais également de I'existence d’'un
systeme capable de transloquer mTORC1 du cytoplasme a la membrane du lysosome. Cette

translocation est médiée par le complexe RAG (Sancak et al., 2008, 2010).
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Figure 3 : Voies de régulation des complexes RagA/B et RagC/D par les acides aminés

permettant le recrutement de mTORC1 a la membrane lysosomale.
Modifié d’apres Chantranupong et al. 2016.

Le complexe RAG est un hétérodimere composé de deux petites GTPases différentes, qui peuvent

étre de deux types différents chacune : RagA ou RagB (Rag(A/B)) et RagC ou RagD (Rag(C/D)). Leurs
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activités sont régulées par le pool d’acides aminés cytosolique et lysosomal. Le complexe RAG est
actif lorsque Rag(A/B) lie le GTP et Rag(C/D) lie le GDP.

La voie cytosolique fait intervenir la Leucyl-tARN Syntéthase et les complexes GATOR1 et 2. La Leucyl-
tARN Syntéthase est activée par la leucine (Han et al., 2012). Les complexes GATOR1 et 2 (Bar-Peled
et al., 2013) sont régulés par la Sestrin2, (Wolfson et al., 2015) un senseur de leucine, et par la

protéine CASTOR1 qui est un senseur d’arginine (Chantranupong et al., 2016).

La voie lysosomale fait intervenir le complexe Ragulator. Ce complexe sert de facteur d’échange GEF
(Guanine Exchange Factor) pour les Rag, ce qui les active (Bar-Peled et al., 2012). L’activation du
complexe Ragulator-RAG par les acides aminés fait intervenir la V-ATPase. Une hypothése, proposée
par David Sabatini, postule I'activation de mTORC1 par un mécanisme de détection du pool
intralysosomal d’acides aminés, particulierement sensible a I'arginine et la leucine (Hara et al., 1998;
Zoncu, 2012). Un des senseurs de ces acides aminés serait le transcepteur SLC38A9 qui détecterait le
niveau d’arginine lysosomale et, par la liaison de I'arginine, permettrait d’activer mTORC1. Le role
joué par la V-ATPase reste a I'heure actuelle inconnu, mais elle est un effecteur de mTORCI.
L'identification et le réle de SLC38A9 ont quant a eux été récemment identifiés (Jung, Genau and
Behrends, 2015; Rebsamen et al., 2015; Wang et al., 2015).

SLC38A9 (human member 9 of the solute carrier family 38) est une protéine transmembranaire
lysosomale capable de transporter I'arginine a basse affinité (Km estimé a 39 mM dans des
expériences de transport sur protéoliposomes; Wang et al. 2015). Elle serait activée par la présence
d’acides aminés dans la lumiere du lysosome par un mécanisme de « transception » plutot que de
transport proprement dit, c'est-a-dire que la liaison de I'arginine lysosomale agirait en modifiant la
conformation de SLC38A9 plutét qu’en étant transportée (la prochaine section fait un point sur ce
mécanisme ; figure 4). Ce changement de conformation, plutot que la translocation d’Arg, permettait
par interaction physique l'activation du complexe Ragulator-RAG, qui a son tour permet le
recrutement de mTORC1 a la surface de la membrane et son activation. L’ensemble de ces acteurs

forme ainsi une véritable plateforme de détection du statut nutritionnel de la cellule.

Le role du lysosome dans l'activation de mTORC1 est donc double. D’une part, il lui sert de
plateforme de signalisation et d’ancrage pour mTORC1. D’autre part, il produit des acides aminés par
le biais de la protéolyse lysosomale qui seront détectés par les différents senseurs d’acides aminés de
la cellule et permettront in fine de le stimuler. Deux acides aminés semblent essentiels pour jouer ce
role : la leucine cytosolique et I’arginine. L’arginine posséde un statut particulier car elle agit dans le
cytosol et dans la lumiere lysosomale. Enfin, a I'échelle de la cellule, d’autres acides aminés affectent
MTORC1. C'est le cas par exemple de la glutamine qui active mTORC1 par une voie distincte des
GTPases Rag impliquant la V-ATPase et la GTPase Arfl (Jewell et al., 2015). A I'avenir, de nouveaux
mécanismes de régulation de mTORC1 impliquant les acides aminés seront probablement

découverts.
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L'activation de mTORC1 a la membrane du lysosome a de nombreux effets aussi importants que
variés pour la cellule (Jewell, Russell and Guan, 2013; Settembre et al., 2013) : stimulation de la
biosynthese de macromolécules, du métabolisme, de la croissance et de la prolifération cellulaire.
Son activation permet aussi l'inhibition de I'autophagie par la phosphorylation du complexe ULK1-
ATG13-FIP200, qui stimule la formation d’autophagosomes dans sa forme déphosphorylée (Lin and
Hurley, 2016). mTORC1 inhibe aussi en le phosphorylant un facteur clé de la transcription des genes

spécifiques du lysosome, le facteur de transcription TFEB.

Zoom sur le transcepteur SLC38A9

Les transporteurs peuvent agir en tant que récepteur. Dans leur revue dédiée a ce sujet, dans le
cadre de la détection de nutriments, Holsbeek et al. discriminent ainsi trois cas possibles de

transporteurs (Holsbeeks et al., 2004) :

1) Les transporteurs a proprement parler qui, de par leurs uniques fonctions de transport de
substrats, vont réguler le flux de molécules pouvant étre impliquées dans des voies de signalisation.
IIs ne posseédent donc pas de role de récepteur, c'est-a-dire que leur transconformation suite a la
liaison du ligand n’est pas associée a I'activation physique d’une molécule signal effectrice d’'une voie

de signalisation.

2) Les transporteurs-récepteurs dont la transconformation associée a la translocation du substrat

active ou inhibe par interaction physique une molécule signal effectrice d’une voie de signalisation.

3) Les transporteurs-récepteurs qui ont perdu leur propriété de transport. Ce sont des homologues
des transporteurs-récepteurs dont on suppose que |’évolution leur a fait perdre la fonction de
transport. lls peuvent ainsi lier leur substrat, mais leur transconformation ne permet pas, ou tres

peu, la translocation du substrat.
Les deux derniéres catégories peuvent étre regroupées sous le nom de « transcepteur ».

SLC38A9 a été découvert de maniére concomitante par trois groupes de recherches (Jung, Genau and
Behrends, 2015; Rebsamen et al., 2015; Wang et al., 2015). Leurs résultats apportent des preuves
solides quant a son interaction par le biais de son domaine N-terminal, localisé dans le compartiment
cytosolique, avec le complexe Ragulator et le complexe RAG inactif. Les expériences d’interférence
d’ARN et de surexpression de SLC38A9 suggerent clairement qu’il soit un effecteur du complexe

Ragulator-RAG, et donc de mTORC1, plutot qu’une cible de ce dernier.

Les études de Rebsamen et al. et de Wang et al. comportent des expériences de transport d’acides
aminés radioactifs dans des protéolipososomes reconstituées possédant SLC38A9 a leur membrane.

Leurs résultats divergent en partie sur la sélectivité du substrat transporté (figure 4).

En effet, pour Rebsamen et al., la glutamine est I'acide aminé le mieux transporté (figure 4. Bas.

Milieu). L'Arg serait également transportée mais, curieusement, elle n’inhibe pas le transport de
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glutamine (10uM), ou a peine (80 % d’activité résiduelle en présence d’1mM d’Arg froide ; figure 4.
Bas. Gauche). Cependant, les cinétiques d’accumulation de glutamine tritiée par des lipososomes
reconstitués en présence de SLC38A9 sont peu convaincantes, le signal spécifique étant trés faible

(figure 4. Bas. Droite).

Le papier publié par Wang et al. privilégie le transport d’Arg par SLC38A9 avec un Km de 39 mM
(figure 4. Bas).

En conclusion, ces expériences positionnent SLC38A9 comme un transcepteur détectant la présence
d’acides aminés intralysosomalaux pour I'activation de mTORC1, avec une spécificité particuliere

pour 'arginine.

Wang et al., Science, 2015
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Figure 4 : Divergences entre les résultats des deux articles princeps de la découverte de

SLC38A9 sur la sélectivité de substrat transporté.

Haut : résultats présentés dans l'article publié dans « Science » par Wang et al. 2015 sur la sélectivité de
transport de SLC38A9 vis a vis des acides aminés. Gauche : expérience de compétition de transport d’arginine
tritiée (10uM) en présence de 100 mM de I'acide aminé indiqué. Milieu : cinétique d’accumulation d’arginine
tritiée par des lipososomes reconstitués en présence ou en absence de SLC38A9. Droite : courbe de saturation
du transport de I’Arg dans les protéoliposomes reconstitués en présence de SLC38A9.

Bas : résultats présentés dans |'article publié dans « Nature » par Rebsamen et al. 2015 sur la sélectivité de
transport de SLC38A9 vis a vis des acides aminés. Gauche : expérience de compétition de transport de
glutamine tritiée (10uM) en présence de 1 mM de I'acide aminé indiqué. Milieu : expérience de transport
d’acides aminés tritiée par SLC38A9 reconstitué dans des protéloliposomes. Droite : cinétique d’accumulation
de glutamine tritiée par des lipososomes reconstitués en présence ou en absence de SLC38A9.
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Existence d’'un mécanisme de rétrocontrole transcriptionnel adaptant
la biogéneése lysosomale aux besoins dégradatifs de la cellule

La deuxieme avancée majeure de ces 10 dernieres années dans le domaine des lysosomes est la
découverte d’un réseau de genes, nommé CLEAR (Coordinated Lysosomal Expression and Regulation)
sous la dépendance d’un facteur de transcription régulé par mTORC1 : TFEB (transcription factor EB)
(Sardiello, Marco, Palimieri Michela, Di Ronza Alberto, Medina Diego Luis, 2009; Napolitano and
Ballabio, 2016). Parmi les génes ciblés, on trouve la majorité des composants du lysosome, comme
des enzymes protéolytiques telle que la cathepsine D, des sous unités de la V-ATPase, ainsi que des
acteurs impliqués dans le trafic et la fusion des lysosomes et des autophagosomes. On a identifié
deux situations majeures associées a l'activation de ce réseau : la carence nutritionnelle et la

surcharge lysosomale.

Lorsque les conditions nutritives sont bonnes, mTORC1 est actif a la membrane du lysosome et
phosphoryle TFEB, le rendant ainsi inactif. TFEB est alors localisé dans le compartiment cytosolique.
Les lysosomes sont alors de tailles hétérogenes (100-500 nm de diametre), en nombre important
(plusieurs centaines) et distribués sans localisation privilégiée dans la cellule. La carence
nutritionnelle réprime le recrutement a la membrane lysosomale de mTORC1 et l'inactive. Elle
provoque ainsi la réduction du nombre de lysosomes par leur fusion avec les autophagosomes,
I"augmentation de leurs tailles et limite leur migration, les rapprochant ainsi du centre organisateur
des microtubules situé proche du noyau (Korolchuk et al., 2011; Mleczak et al., 2013). Elle induit
également la levée de I'inhibition de TFEB par mTORC1. TFEB est alors rapidement transloqué dans le
noyau et va induire la transcription des génes du réseau CLEAR, ce qui permet d’induire la biogénése
lysosomale et I'autophagie. La mobilisation de nutriments, dont les acides aminés, issus de la
dégradation des composants de la cellule est ainsi stimulée pour corriger la carence nutritionelle

(figure 5).

TFEB peut également étre activé dans des conditions nutritives favorables, mais lorsque la cellule
nécessite de dégrader de maniere massive du matériel biologique en train de s’accumuler. On parle
alors de surcharge lysosomale. Cette surcharge inhibe mTORC1 par un mécanisme encore inconnu et
permet ainsi l'activation de TFEB qui va induire, en plus de la biogénése lysosomale et de
I'autophagie, I'exocytose des lysosomes. De nombreuses pathologies sont associées a ce stress
cellulaire accru pouvant conduire a la mort cellulaire. C’'est le cas d’infections par des pathogénes
intracellulaires ou de maladies neurodégénératives associées a la formation d’aggrégats protéiques
dans le compartiment cytosolique. C'est également le cas des maladies de stockage lysosomal. Le
potentiel thérapeutique d’'une molécule capable de stimuler TFEB est donc énorme, car il permettrait
de réduire I'accumulation de ces catabolites et ainsi de diminuer ce stress cellulaire. Sur des modéles
animaux, ces molécules thérapeutiques semblent diminuer le développement de ces maladies, mais
favorise en contrepartie le développement de cancer. Le temps et les études permettront de
confirmer ou non le pouvoir de cette cible thérapeutique prometteuse (Napolitano and Ballabio,
2016).
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Figure 5 : Voie de signalisation mTORC1/TFEB.

En cas de carence nutritive ou de surcharge lysosomale, I'inhibition de mTORC1 permet la levée de I'inhibition

du facteur de transcription TFEB, qui est alors transloqué dans le noyau, et permet I'expression d’un réseau de
génes impliqués dans la biogénése lysosomale, 'autophagie et I’exocytose des lysosomes.
D’apres Settembre et al. 2012.

Ainsi, le mécanisme mTORC1/TFEB permet a la cellule d’adapter le pool et I'activité des lysosomes a

ses besoins dégradatifs.

Finalement, il apparait que d’autres membre de la famille des facteurs de transcription MiT, dont
TFEB fait parti, sont également influencés par la voie de signalisation impliquant mTORC1 et
participent a la réponse au stress cellulaire. C'est le cas des facteurs de transcription TFE3 et MITF
(Napolitano and Ballabio, 2016).

25



2. PQLC2, le transporteur lysosomal
d’acides aminés cationiques

2.1. Généralités sur les transporteurs secondaires

Il existe trois classes de protéines de transport membranaires : les transporteurs primaires, les

transporteurs secondaires, et les canaux.

Le concept d’acces alterné

Le modéle d’acces alterné est un concept développé depuis les années 1950 qui permet de rendre
compte de la différence fondamentale entre les canaux et les transporteurs, a savoir que la
conformation de ces derniers alterne entre deux états ou le site de liaison du substrat est exposé
d’un coté ou de l'autre de la membrane (Drew and Boudker, 2016). Le modéle d’acces alterné
permet ainsi de représenter un transporteur sous la forme d’un cycle comportant, au minimum, 4
étapes toutes réversibles (figure 6) : le transporteur peut étre tourné vers le compartiment extérieur
(OUT) dans un état « vide », c’est a dire sous une forme non liée a son substrat (état 1), et sous une
forme liée au substrat (2). De la méme maniere, il peut étre tourné vers le compartiment intérieur

(IN) dans un état vide (3) ou lié au substrat (4).

Le changement de conformation des transporteurs primaires nécessite une véritable transduction
d’énergie avec notamment des étapes irréversibles comme, par exemple, I'hydrolyse d’ATP (ter
Beek, Guskov and Slotboom, 2014). On parle de « pompes ». C'est le cas par exemple de la V-ATPase

lysosomale.

Il existe plusieurs types de transporteurs secondaires classés en fonction de leur couplage
énergétique, c'est-a-dire en fonction de la possibilité qu’ils ont de se transconformer sous une forme
libre ou liée a un ou plusieurs ligands (Forrest, R., Lucy; Rudnick, 2009; Drew and Boudker, 2016)

(figure 6).

Les uniporteurs, ou transporteurs passifs, partagent avec les canaux le fait qu’ils ne réalisent pas de
transport net de substrat contre son gradient de concentration. En revanche, ils transportent leur
substrat par un mécanisme d’accés alterné plutot que de diffusion a travers un pore traversant la
membrane de maniere continue, comme c’est le cas pour les canaux. La vitesse de transport des
uniporteurs est donc beaucoup plus faible et limitée que celles des canaux (saturation). lls sont
affectés par la température et sont potentiellement trans-stimulable (voir la section suivante). Les
uniporteurs alternent les états tournés vers l'extérieur et tournés vers l'intérieur de maniére
stochastique et participent ainsi a la dissipation du gradient de concentration (ou gradient
électrochimique si le substrat est chargé) du substrat transporté. lls ne nécessitent donc pas de

source d’énergie autre que leur gradient de concentration et le gradient électrique.
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Figure 6 : Présentation des différents modes de transport des transporteurs secondaires.
Schéma supérieur : cycles cinétiques de transport selon le mode de couplage. A titre d’exemple, nous avons
considéré le cas d’un couplage aux protons avec une stoechiométrie 1:1 pour le symport et I'antiport.

Schéma inférieur : illustration structurale des cycles de transport, d’aprés Forrest and Rudnick 2009.

Les transporteurs actifs secondaires couplent le transport de leur substrat a celui d’'une/autres
molécule(s), généralement des ions inorganiques. lls transférent ainsi I'énergie dépensée par
I'utilisation du gradient de I'ion couplé par le transport du substrat dans le milieu de destination,

généralement contre son gradient de concentration. La stoechiométrie du couplage (le nombre d’ions
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couplés au transport d’un substrat) peut étre multiple en nombre et en types d’ions. De méme,
plusieurs molécules de substrats peuvent étre transportées par cycle. Si le transporteur secondaire
transporte le substrat et I'ion couplé dans la méme direction, on qualifie le transport de symport. Si
le transport du substrat et de I'ion s’effectue en sens opposés, le transport est de type antiport; le

transporteur est alors qualifié d’échangeur ou d’antiporteur.

Les différents modeles structuraux d’acces alterné

Toutes les structures connues des transporteurs ont un site de liaison au substrat unique et central
(Forrest, R., Lucy; Rudnick, 2009; Drew and Boudker, 2016). Au final, une fois lié¢, c’est donc
I'accessibilité du site de liaison a un c6té ou l'autre de la membrane qui définit dans quel
compartiment le ligand diffusera. On peut également voir le mécanisme de transport sous la forme
du déplacement d’une « barriére ». Le passage d’un substrat d’un c6té a I'autre de la membrane par
le biais d’un transporteur se fera ainsi dans le sens opposé du déplacement de cette barriére d’un
coté a l'autre de la membrane. Peter Mitchell a conceptualisé ce mécanisme sous le nom de
« barriere mobile » (Mitchell, 1990). Notons que le transporteur peut ainsi, en plus des quatre états
présentés dans la section précédente, étre dans un état ou le site de liaison, occupé ou non par son

ligand, est inaccessible ni d’un c6té, ni de I'autre de la membrane. On parle d’état occlus.

La majorité des transporteurs dont on connait les structures utilise le principe de cette barriére
mobile. On distingue deux mécanismes de transport: le «rocker switch » (littéralement
« l'interrupteur a bascule » ; jJaime également I'image de la pince a linge) et le « rocking bundle »

(balangoire) (figure 7).

Dans le mécanisme « rocker switch », le mouvement concerté de deux domaines symétriques du
transporteur autour d’un site de liaison au ligand, immobile et central, permet de générer un acces

alterné du site depuis I'un ou I'autre des compartiments séparés par la membrane.

Dans le mécanisme « rocking bundle », un des domaines est fixe et sert de point d’appui au
deuxieme domaine qui réalise un mouvement de balancoire par rapport au premier domaine. Le site
de liaison au ligand est lui immobile et central. Le mouvement permet ainsi d’alterner I'acces du

ligand depuis I'un ou I'autre des compartiments séparés par la membrane.

Il existe un troisieme mécanisme, découvert plus récemment, appelé « Elevator » (ascenceur) (figure
7). Ce mécanisme se distingue des deux premiers mécanismes par le fait que ce n’est pas la barriére
qui est déplacée lors du cycle de transport, mais le site de liaison du substrat. Un des domaines sert
alors de point d’appui et l'autre, contenant le site de liaison, réalise un mouvement complexe
associant une rotation et une translation par rapport au premier domaine. Ce mouvement se
rapproche de celui du pédalier de vélo. Le ligand est ainsi déplacé de part et d’autre de la barriere

fixe séparant les deux compartiments.
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Figure 7: Les différents modeles structuraux d’acces alterné dans les transporteurs

secondaires.

Le trait noir représente la barriére. Le rond vert représente le ligand. Le trait gris représente une résistance a la
sortie ou a I'entrée du ligand dans la poche du site de liaison du transporteur (on peut le voir comme une
porte). Les ovales bleu et orange représentent les deux domaines du transporteur.

Figure extraite de I'article Drew and Boudker, 2016.
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Figure 8 : La majorité des transporteurs secondaires, ainsi que certains canaux, sont

organisé sous la forme deux domaines antiparalléles.
A la différence des canaux (1), il existe une différence de conformation entre les deux domaines des

transporteurs secondaires (2). Cette différence génére une pseudo-symétrie qui permet 'accés alterné.Figure

extraite de I'article de Lucy R. Forrest, 2013.

Un aspect intéressant commun a la majorité des canaux ou transporteurs membranaires est la
présence de symétries internes dans I'arrangement conformationnel de ces protéines (Forrest, 2013;
Shi, 2013). Dans le cadre des transporteurs secondaires, la symétrie la plus représentée correspond a
une pseudo symétrie antiparalléle de deux domaines par rapport a un axe de symétrie d’ordre deux

situé dans le plan de la membrane: les deux domaines sont tétes béches. Cette symétrie
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antiparallele est également retrouvée chez les canaux. Cependant, chez les transporteurs
secondaires, les légeres différences qui existent entre les deux domaines sont a |'origine d’une
symétrie imparfaite (pseudo-symétrie) entrainant une bi-stabilité conformationnelle qui permet au
transporteur de former la barriere vers un compartiment lorsque, dans le méme temps, il donne

I’acces au compartiment opposé (figure 8).

Concepts de trans-stimulation et de trans-inhibition

Mes résultats de these vont conduire a m’intéresser a un fonctionnement caractéristique des
transporteurs qui découle de l'acces alterné. Je vais donc introduire ici ces concepts qui seront

nécessaires pour interpréter et discuter une partie de ces résultats.

Si un transporteur transporte une molécule de substrat d’un compartiment 1 vers un compartiment
2, alors le compartiment 1 est nommé compartiment cis du transport et le compartiment 2 est
nommé compartiment trans du transport. Les concepts de trans-stimulation et de trans-inhibition
font ainsi référence a I'effet de la présence du substrat dans le compartiment trans sur la vitesse de
transport du substrat provenant du compartiment cis. Ces propriétés dérivent directement de celles
du modele d’acceés alterné et sont applicables aux uniporteurs et aux transporteurs actifs secondaires
(Harrison and Christensen, 1975).

Les transitions ou étapes qui relient chaque état du transporteur sont caractérisées par des
constantes de vitesses qui définissent avec quelle vitesse (cinétique) la transition sera effectuée
(figure 9): dans I'exemple de la figure 7 qui est celui d’un uniporteur, k; et k, représentent
respectivement les constantes cinétiques avec laquelle le substrat (S;) se lie (CS;) et se dissocie (C;)
du transporteur lorsque celui-ci est tourné vers le compartiment 1. k; et ks caractérisent les vitesses
avec lesquelles le substrat se lie (CS,) et se dissocie (C,) du transporteur lorsque celui-ci est tourné
vers le compartiment 2. k; et k, caractérisent les étapes « aller » et « retour » de transconformation
du transporteur lorsque celui-ci est lié au substrat. Enfin k, et kg caractérisent les étapes de

transconformation a vide du transporteur.

Dans une situation ol le substrat n’est présent que d’un c6té de la membrane (on parle alors de
situation zéro-trans), un cycle de transport sera associé au passage stochastique mais progressif du
transporteur dans les 4 états du cycle jusqu’au retour a I'étape initiale. Les 4 étapes du cycle sont
donc la liaison du substrat au transporteur dans le compartiment cis, la transconformation du
transporteur lié au substrat, la dissociation du substrat dans le compartiment trans et la
transconformation a vide du transporteur vers le compartiment cis, c’est a dire la position initiale du
cycle. Dans le cas présent, le transport net d’un cycle de transport sera donc d’une molécule. Le flux
net d’un transport correspond au nombre de molécules transportées par unité de temps. Il est ainsi
directement lié aux vitesses de transition entre les différentes étapes du transport. Comme ces
étapes forment un cycle, la vitesse de transport sera dictée par la transition énergétiquement la plus

défavorable, autrement dit la plus lente. On parle d’étape limitante.
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Figure 9: Modélisation des concepts de trans-stimulation, de trans-inhibition, et de

condition zéro-trans, a partir du concept d’acces alterné a 4 étapes.

En général, on considere que les étapes de liaison ou de dissociation du substrat avec son

transporteur sont beaucoup plus rapides que celles de transconformation (k, k, ks, ks >> ks, ks, k7,

ks). De plus, les étapes de transconformation entre deux états similaires se font souvent a une vitesse

de méme ordre (k; = k;; k; = kg). En fonction de l'identité de I'étape limitante, 3 conditions de

transport sont possibles :

1-

Si les transconformations a vide sont plus lentes que les transconformations dans I’état lié au
substrat (k; = k; < k; = kg), alors le transport d’un substrat du compartiment cis vers le
compartiment trans sera accéléré par la présence du substrat dans le compartiment trans,
réalisant un échange électroneutre. En effet, si le compartiment trans ne contient pas de
substrat, alors un cycle net de transport ne pourra s’effectuer qu’en réalisant la séquence k;
— k3 — ks = k;. k; étant I'étape limitante de ce cycle, elle limitera le flux net du transport. La
présence du substrat dans le compartiment trans rend possible le cycle de transport k; — k3
- k; — k. L'étape limitante est donc ici k,. Comme k; > k;, ce cycle est plus rapide que le
cycle précédent limité par k,. Le flux unidirectionnel du transport des substrats du
compartiment cis vers le compartiment trans sera ainsi accéléré. On parle de trans-
stimulation.

En faisant le méme raisonnement, si les vitesses de transconformations a vide et dans un

état lié au substrat sont de méme ordre (k; = k; = k; = kg), alors la séquence du cycle de
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transport utilisant la transconformation a vide k; — k; = k; — k; est aussi rapide que celle
utilisant la transconformation lié k; = k; = k, = k, pour le retour du transporteur vers le
compartiment cis. La présence de substrat dans le compartiment trans n’affecte pas le flux
de transport du substrat du compartiment cis vers le compartiment trans. Le transporteur
n’est donc pas trans-stimulable.

3- Enfin, si les transconformations dans I'état lié au substrat sont plus lentes que les
transconformations a vide (ks = k, > k= kg), alors le transport d’un substrat du compartiment
cis vers le compartiment trans sera ralenti par la présence du substrat dans le compartiment

trans. On parle de trans-inhibition.

Ces propriétés démontrées ici sur les transporteurs de type uniport montrent que la séparation entre
les échangeurs (antiporteurs) et les uniporteurs n’est pas absolue. Un uniporteur fortement trans-
stimulé peut ainsi apparaitre comme un antiporteur préférentiel. D’autre part, le méme
raisonnement peut s’appliquer a des antiporteurs (au sens strict) et a des symporteurs. Donc, tout
transporteur secondaire peut-étre, ou non, trans-stimulable. Par contre, il est important de souligner

que cette propriété ne peut pas se produire dans le cas d’'un mécanisme de type canal.

2.2. Le transporteur lysosomal PQLC2

Chez 'Homme, le gene PQLC2 est localisé sur I'extrémité du bras court du chromosome 1. Son
identification en tant que transporteur lysosomal d’acides aminés cationiques (CAA) date de 2012
par la publication la méme année de deux articles princeps utilisant deux approches différentes
(Jézégou et al., 2012; Liu et al., 2012). Ces travaux apportaient une identité moléculaire a une activité
de transport lysosomal de CAA, baptisé « systéme c » (Pisoni, Thoene and Christensen, 1985; Pisoni
et al., 1987). lls montraient aussi que ce transporteur est également impliqué dans le traitement
d’une maladie génétique rare associée a I'accumulation intralysosomale de cystine, la cystinose, par

un médicament, la cystéamine.

Premieres descriptions biochimiques: le « systeme c» de transport
lysosomal d’acides aminés

Le « systétme c» (« c» pour « cationique ») a été découvert par une équipe de I'Université du
Michigan dirigée par Halvor N. Christensen, au milieu des années quatre-vingt, comme étant la voie
de transport lysosomal des acides aminés cationiques (Pisoni, Thoene and Christensen, 1985; Pisoni
et al., 1987). Ce systeme a été caractérisé par des approches biochimiques de flux d’acides aminés
cationiques radiomarqués sur lysosomes purifiés de fibroblastes humains. L'analyse de I'efflux
lysosomal de CAA radioactifs est rendu possible par ['utilisation d’esters de ces molécules

radioactives pour charger artificiellement les lysosomes.
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Cette utilisation est basée sur le principe suivant. Les groupements esters permettent aux acides
aminés de traverser les membranes biologiques et sont déstabilisés dans les milieux acides. Or, les
lysosomes sont des organites acides riches en estérases. Ainsi, une fois a l'intérieur des lysosomes,
les groupements esters sont clivés et les CAA ne pourront ressortir que par les systémes de
transports présents dans la membrane du lysosome. On peut donc concentrer les CAA radioactifs a
I'intérieur des lysosomes en les appliquant sous forme d’ester, et réaliser des cinétiques d’efflux. La
modification du milieu d’incubation des lysosomes purifiés permet de tester différents parameétres
susceptibles de modifier le transport des CAA. En incubant des lysosomes en présence de CAA
radioactifs dans le milieu, et en analysant I'accumulation des CAA en fonction du temps, on peut
également tester I'influx de CAA par les systémes de transport de la membrane du lysosome, et

I’effet d’'une pré-charge des lysosomes réalisée a I’aide d’un ester non radioactif.

Ces expériences montrent que le systéme « ¢ » est spécifique des CAA, d’ou son nom. Il est stimulé
par la température avec une valeur de Q™ proche de 2. Il est réversible et trans-stimulable dans les
deux sens de flux par, au moins, I'arginine et la lysine. La présence de MgATP favorise I'efflux. Ceci
peut s’expliquer par une stimulation de la V-ATPase qui se traduit par une acidification du lysosome
et favorise ainsi la vitesse de transport du systeme. D’ailleurs, I'acidification du compartiment
lysosomal stimule I'efflux. A l'inverse, I'acidification du compartiment cytosolique linhibe. Le
transport est saturable par I'arginine (3mM). L’affinité du transport pour I'arginine est de 0.3mM et
est environ 4x plus faible pour la lysine. Enfin, le systéeme « c » n’est pas couplé au transport de

sodium.

Identification de PQLC2

L’étude publiée par mon équipe (Jézégou et al., 2012), en collaboration avec I'équipe dirigée par
Bruno André de I’Université Libre de Bruxelles, a permis d’identifier 3 protéines de levure nommées
Ypql, Ypg2 et Ypg3. Ces protéines appartiennent a la famille des protéines a motif PQ. L'étude de ces
protéines a montré qu’elles sont localisées a la membrane vacuolaire, qui correspond a la membrane
lysosomale chez les animaux, et, sur la base de données génétiques, qu’elles sont impliquées dans
I’'homéostasie des acides aminés cationiques. Par ailleurs, mon équipe d’accueil avait identifié PQLC2
comme une autre protéine a motif PQ de la membrane lysosomale lors d’une étude protéomique en
cours a cette époque (Chapel et al., 2013). L’alignement des séquences des protéines PQ de la levure

et de mammifére a révélé par la suite que PQLC2 est 'homologue des protéines Ypql, 2 et 3.

L'analyse de sa localisation et la découverte de son motif d’adressage au lysosome ont permis de
confirmer sa localisation. Le motif d’adressage comprend un motif dileucine (LL). Lorsqu’il est muté
(LL/AA), PQLC2 est adressé a la membrane plasmique (figure 10). Ce mutant a été utilisé dans cette

étude pour démontrer de maniere directe le transport de CAA.

Quelques mois avant la publication de cet article, une autre étude avait identifié de maniere

indépendante PQLC2 (LAAT-1 chez Caenorhabditis elegans) comme étant le transporteur lysosomal
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d’acides aminés cationiques (CAA) (Liu et al., 2012). L'approche utilisée a consisté a isoler un mutant
récessif d’un crible génétique basé sur l'identification d’embryons avec un nombre accru de corps
apoptotiques chez C. elegans. Ce mutant, baptisé laat-1, se caractérisait par une augmentation du
volume des lysosomes et une altération de I'activité de dégradation lysosomale des voies
d’endocytose et d’autophagie (figure 10). La protéine de C. elegans, baptisée LAAT-1, possede deux
motifs PQ et s’avere étre en fait I’'homologue de la protéine PQLC2 de mammifére. Sa fusion a a la
GFP indique une localisation lysosomale par un adressage d( a un motif dileucine dont la mutation
provoque la délocalisation de la protéine a la membrane plasmique de la cellule. L'analyse
biochimique du contenu des lysosomes purifiés chez les vers laat-1 montrait une augmentation du
contenu en lysine et en arginine d’un facteur 16 et 8 respectivement, I'histidine n’étant augmentée
que d'un facteur 2. L'expression hétérologue de LAAT-1 ou de son homologue humain PQLC2
délocalisés a la membrane plasmique de cellules COS-7 a permis de confirmer |'activité de transport

de ces deux protéines et leur sélectivité vis-a-vis des CAA.

Cette étude a également apporté des informations sur le role physiologique de LAAT-1. Les mutants
laat-1 sont viables, mais leur développement est retardé. L’analyse de la voie de signalisation GCN2
chez les vers mutants a permis d’expliquer I'origine de ce retard. Chez les eucaryotes, la détection
d’une carence en acides aminés se traduit par |'activation d’une protéine kinase nommée GCN2, qui
inhibe la synthése protéique afin de conserver les réserves énergétiques de la cellule pour garantir sa
survie. La synthese protéique chez laat-1 est inhibée. De plus, 'inactivation simultanée de LAAT-1 et
de GCN2 chez C. elegans induit une mortalité partielle (<50 %) au cours du développement
embryonnaire. Enfin, tous ces phénotypes sont corrigés par I'ajout d’une forte dose d’arginine et de
lysine dans le milieu (100 mM pour chaque acide aminé). LAAT-1, et par extension probablement
PQLC2, jouent donc un role dans I'apport nutritionnel a la cellule des CAA produit par le recyclage
lysosomal pendant la phase de développement. Par contre, I'ajout de CAA exogéne ne modifie pas le
phénotype lysosomal observé sur laat-1 (volume augmenté et activité de dégradation altéré). LAAT-1

est donc probablement impliqué dans des voies de régulation du lysosome.
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Figure 10: PQLC2 est un transporteur lysosomal dont la déplétion provoque un

élargissement des lysosomes chez C. elegans.

Haut : localisation de PQLC2 sauvage: la forme sauvage de PQLC2 de rat étiquetée avec I'EGFP (vert)
transitoirement exprimé dans des cellules Hela colocalise avec un marquer des lysosomes (LAMP1, rouge). La
barre d’échelle est de 10 um. Milieu : le mutant du motif d’adressage (LL/AA) de PQLC2 de rat étiqueté avec
I'EGFP (vert) transitoirement exprimé dans des cellules Hela est exprimé a la membrane plasmique de la
cellule. Ces images sont extraites de |'article Jézégou et al. 2012. Bas : La perte de I'orthologue de PQLC2 (laat-1
gx42, « B ») est associée a une augmentation du volume des lysosomes caractéristiques des maladies de
stockage lysosomal chez le ver C. elegans. NUC-1 est un marqueur des lysosomes. La barre d’échelle est de 5
pm. Ces images sont extraites de I'article Liu et al. 2012.
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La superfamille structurale « SWEET /PQ-loop »

PQLC2 signifie « PQ-loop repeat containing 2 ». Cette protéine appartient a la famille des protéines a
« boucle PQ » (PQ-loop), ou motif « PQ », dont le membre fondateur est la cystinosine. Cette famille
est trés mal caractérisée et posséderait une homologie lointaine avec les rhodopsines des micro-
organismes (Zhai et al., 2001). Elle possede ainsi une homologie lointaine mais établie de maniere
consensuelle avec des transporteurs de sucre, les protéines SWEET. Les protéines a motif PQ sont
supposées posséder 7 domaines transmembranaires (TM) et se distinguent par la présence de deux
motifs PQ comprenant I'association d’une proline avec une glutamine de maniere extrémement

conservée (figure 11). Ces protéines se retrouvent majoritairement chez les eucaryotes.
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Figure 11 : Topologies prédites pour PQLC2 et la cystinosine, et emplacements des motifs
PQ-loop.

Récemment, de nombreuses informations ont été apportées par la résolution des structures
cristallines de transporteur membranaires possédant de fortes similarités avec les membres de la
famille PQ-loop. Les premiéres structures concernent des transporteurs membranaires procaryotes
dimériques, nommés Semi-SWEET, dont chague monomere contient 3 TM arborant un unique motif
PQ (Sun et al., 2012; Xu et al., 2014; Lee et al., 2015). La suivante concerne un transporteur
membranaire de plante appartenant a la famille des SWEET, caractérisé par une topologie a 7TM et
par la présence d’un motif dupliqué distinct du motif PQ, mais caractérisé aussi par une proline
conservée (Tao et al., 2015). Ces structures tridimensionnelles ont permis de mieux comprendre la
structure inhérente a cette superfamille, que I'on peut désigner sous le terme de superfamille SPQ
([SWEET]-[PQ-loop]).

Cette superfamille se caractérise par I'association originale de deux ensembles de 3 TM de maniéere
parallele, et non de maniére antiparallele, comme c’est le cas pour la majorité des transporteurs

secondaires. Chaque ensemble de 3 TM forme une unité appelé « faisceau de 3 hélices », THB (Three
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Helix Bundle). Cette association permet de former un homodimeére dans le cadre des protéines Semi-
SWEET. Elle permet également de former une protéine a 7 TM par I'association au cours de
I’évolution de deux THB répétés en tandem et reliés par un quatrieme TM formant ainsi une
topologie de type « 3+1+3 ». On retrouve cette topologie dans les protéines des familles SWEET et
PQ-loop (figure 12.A ; Drew and Boudker 2016; Feng and Frommer 2016).

A B

THB THB THB
Nter

Face externe

TM1la

Cter .__-----E
Face interne
Semi-SWEET SWEET ; PQ-family
(3+3) (3+1+3)

Figure 12 : La structure des protéines appartenant a la superfamille SPQ correspond a un
assemblage de deux unités THB a trois domaines transmembranaires.

A) Topologie et propriétés des protéines de la superfamille SPQ. Une unité THB contient trois domaines
transmembranaires. Le motif PQ apparait dans le premier segment transmembranaire (TM1) de l'unité THB. Le
TM1 contient ainsi deux domaines nommées TM1la et TM1b. Les transporteurs SWEET et appartenant a la
famille PQ sont caractérisés par I'assemblage de deux domaines THB reliés par un segment transmembranaire
(TM4). B) « Vue du dessus » d’un transporteur SWEET de plante montrant la disposition des différents TM les

uns par rapport aux autres. D’aprés Tao Y et al. 2015.

Dans chaque THB, la position relative dans I'espace de chaque TM est de type TM1-TM3-TM2, le TM3
s’intercalant entre les TM1 et TM2 (figure 12.A). La structure cristallographique du SWEET de plante
indique que le TM4 se positionne a proximité des TM2 et TM3 du premier THB, générant ainsi le
domaine N-terminal du transporteur composé des TM1, TM2, TM3 et TM4. Le domaine C-terminal
est composé des TM5, TM6 et TM7 (Feng and Frommer 2015; Tao et al. 2015 ; figure 12.B). Les
extrémités N-terminales et C-terminales sont localisées respectivement dans le compartiment
extracellulaire (équivalent a la lumiere du lysosome) et dans le compartiment cytosolique. Pour
chaque THB, le motif PQ, ou la proline du motif SWEET, débute au milieu du TM1 et introduit une
cassure, séparant ainsi le TM1 en deux domaines, TM1a et TM1b. Dans ces protéines, chaque TM1a
se plaque contre le TM2 de l'autre THB et stabilise ainsi I'association des deux THB (Drew and
Boudker, 2016).

La cristallisation d’une protéine semi-SWEET en configuration ouverte vers I'extérieur et en
configuration ouverte vers l'intérieur permet de proposer le mécanisme de transport du substrat par

la superfamille SPQ (Lee et al., 2015). Durant le mécanisme de transconformation, le dipeptide PQ
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(TM1b) sert de charniére a TM1a qui suit alors le mouvement de I'autre THB. TM1b quant a lui suit le
mouvement de son propre THB. Le substrat, dont le site de liaison est localisé entre les deux THB au
milieu de la membrane, ne semble pas bouger pendant la transconformation. Le mouvement prédit
des deux protomeres est donc symétrique. Il se rapproche ainsi de celui d’une pince a linge (figure 7
de la section destinée a les généralités sur les transporteurs secondaires ; figure 13). Le mécanisme

général de transport proposé pour la famille SPQ suit donc le modéle de ROCKER-SWITCH.

En configuration ouverte vers l'intérieur, la chaine latérale de la glutamine du motif PQ est libre. Le
changement de conformation va la rapprocher du TM2 du THB partenaire et lui permet d’interagir
avec un résidu du TM2. Cette interaction permet de stabiliser la conformation du transporteur

ouverte vers |'extérieur (figure 13).

1a) Inward open

Figure 13 : Modéle de changement conformationnel des transporteurs de la superfamille

SPQ, et role de charniére centrale du motif PQ-loop.

L'exemple présenté est celui d’un SemiSWEET organisé sous la forme d’'un homodimere. Chaque monomere
contient trois domaines transmembranaires (1, 2 et 3 pour le premier monomere, et 1’, 2’ et 3’ pour le second).
Le premier domaine transmembranaire de chaque monomere est cassé en deux sous-domaines par le motif
PQ, nommeés 1a et 1b. Le motif PQ permet de stabiliser la conformation ouverte vers I'extérieur. Le mécanisme
suit le modéle de ROCKER-SWITCH.
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Propriétés de transport de PQLC2

L’expression hétérologue d’'un mutant de PQLC2 de rat dérouté a la membrane plasmique (LL/AA)
dans des ovocytes de Xénopes a rendu possible I’étude de sa fonction de transport par 'utilisation de
molécules radiomarquées et par la technique du potentiel imposé a deux électrodes (Jézégou et al.,
2012). Dans ce systeme, le milieu extracellulaire correspond topologiquement a la lumiére du
lysosome (le c6té cytosolique reste cytosolique). Ainsi, ces travaux ont révélé que PQLC2 est un
transporteur sélectif des acides aminés cationiques (arginine, lysine, histidine, ornithine ; figure 14).
Il est activé a pH acide avec une activité optimale a pH < 5, il est électrogénique et il a une basse
affinité pour ses substrats (Km proche de 2-3 mM pour I'arginine). Les premiéeres tentatives d’étude
du couplage ionique du transport avaient donné des résultats variables. Ce point avait donc été remis

a une étude ultérieure.
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Figure 14 : PQLC2 est un transporteur d’acides aminés cationiques électrogénique, activé a
pH acide, et de basse affinité.

Expériences de transport en biochimie (A) ou en potentiel imposé & deux électrodes (« B » et « C») sur des
ovocytes de Xénopes exprimant PQLC2 a sa membrane plasmique (mutant « LL/AA »). A. expérience de
compétition de transport d’arginine tritiée (40 nM) en présence de différents acides aminés (10 mM). B)
Evolution du courant de transport de I’Arg par PQLC2 en fonction du pH extracellulaire. C) Courbe de

saturation du courant de transport d’Arg par PQLC2. Ces images sont extraites de I'article Jézégou et al. 2012.
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Il faut bien différencier les résultats obtenus par les expériences de transport sur les lysosomes
purifiés (systéme c) et dans les ovocytes de Xénopes exprimant PQLC2 a la membrane plasmique. Les
propriétés de transport identifiées sont trés semblables et il est clair que dans le cadre du traitement
de la cystinose, le systeme c correspond a PQLC2 (ce point est développé dans la section suivante).
Cependant, il existe certaines différences entre ces deux systemes, comme par exemple les affinités
pour les substrats, qui peuvent trouver leur origine dans la localisation de PQLC2 dans une
membrane soit naturelle (lysosome), soit ectopique (membrane plasmique) dont la composition

différe. Ces différences peuvent affecter PQLC2 et ainsi modifier ses propriétés.

Depuis son identification, un seul article sur le PQLC2 de mammifere a été publié et est relatif a son
mécanisme d’adressage (Llinares, Barry and André, 2015). Il indique que PQLC2 est probablement
adressé au lysosome par la voie de la phosphatase alkaline (ALP), par le biais d’une interaction entre
son motif d’adressage (motif dileucine) reconnu par le complexe AP-3. Les informations sur la
régulation génétique, le mécanisme de transport, ou la fonction cellulaire de ce transporteur restent

ainsi tres restreintes.

Quelques études sur les trois homologues de PQLC2 chez la levure Saccharomyces cerevisiae,
nommés Ypql, Ypg2 et Ypg3 ont été publiées. Ypql est possiblement un transporteur vacuolaire de
lysine, la vacuole étant I'équivalent du lysosome chez la levure (Sekito et al., 2014). Ypqg3 est
possiblement un transporteur vacuolaire d’histidine (Manabe et al., 2016). Ce dernier article obtient
des résultats qui vont dans le sens d’un éventuel réle de Ypq2, partagé avec Ypql, dans le transport

d’arginine.

2.3. Implication dans le traitement de la cystinose

La cystinose : généralités

La cystinose est une maladie génétique autosomale récessive due a la mutation du gene CTNS
(17p13.2) codant pour le transporteur lysosomal de cystine, la cystinosine. Cette mutation a été
décrite pour la premiere fois en 1903 par le biochimiste Suisse Emil Abderhalden et se caractérise par
I"accumulation de cystine dans la lumiere lysosomale sous forme de cristaux. Elle fait donc partie des

maladies de stockage lysosomale (LSD).

En fonction du type de mutation de CTNS, on distingue 3 formes cliniques de cystinose. La forme
néphropathique infantile, qui représente prés de 95% des personnes cystinotiques, est la plus sévére
et se caractérise par l'apparition, dés la premiére année de vie, du syndrome rénal de Fanconi, ou
syndrome de Toni-Debré-Fanconi. La forme néphropathique juvénile est moins agressive. Les
symptomes liés au syndrome de Fanconi apparaissent durant I’enfance, voire I’adolescence. Enfin, la
forme non néphropathique oculaire se caractérise par I'apparition de symptémes liés a I'apparition
de cristaux de cystine dans la cornée sans symptome rénaux. Elle n’est généralement pas

diagnostiquée avant I'dge adulte. Actuellement, on estime I'incidence de cette maladie a 1/100 000
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naissances. |l existe cependant de grandes disparités géographiques, avec une incidence

particulierement élevée en Bretagne (1/26 000).

Bien que la cystinosine soit une protéine ubiquitaire, les symptoémes apparaissent a différents
moments de la vie selon les organes. Le premier organe touché est le rein, qui est atteint des I'age de
4-6 mois par une tubulopathie (syndrome de Fanconi), a savoir, une dysfonction de la fonction de
réabsorption de solutés de petite taille par le tubule proximal du rein. Cette dysfonction induit une
polyurie, une polydipsie (soif excessive), des vomissements, une constipation, une déshydratation et
un retard de croissance souvent associé a un rachitisme (probléme osseux). Elle n’est pas une
menace si elle est traitée (hydratation, suppléments en sels minéraux, hormones...). A I'age de 10-12
ans, sans traitement médicamenteux, la tubulopathie se transforme en glomérulopathie, qui évolue
vers une insuffisance rénale et la mort si aucune transplantation n’est effectuée. Petit a petit au
cours de la vie, la plupart des organes sont affectés avec tout d’abord la thyroide et les testicules,
puis le foie et la rate, et enfin les muscles. Les fonctions cérébrales sont relativement peu affectées
mais des troubles cognitifs apparaissent avec I'dge (mémoire, langage, fonctions intellectuelles...)
(Emma et al., 2014; ElImonem et al., 2016).

Le traitement a la cystéamine et PQLC2

Il existe un traitement médicamenteux efficace pour la cystinose. Son origine date de I’observation
d’un effet de déplétion de la cystine intracellulaire par des composés aminothiolés en 1976 par le
laboratoire de JA Schneider (Thoene, Oshima and Crawhall, 1976). Les nombreux efforts de
recherche ont abouti en 1994 aux USA, et 1997 en Europe, au développement d’une thérapie
médicamenteuse par la prise orale d’'une molécule possédant un tel effet de déplétion de la cystine
intracellulaire: la cystéamine (béta-mercaptoéthylamine). Actuellement, cette thérapie
médicamenteuse est la plus utilisée pour traiter la cystinose. Elle permet de ralentir I'apparition de
I'insuffisance rénale de 6 a 10 ans et diminue la majorité des symptomes observés dans les autres

organes.

Bien que la voie d’entrée de la cystéamine dans la cellule et dans le lysosome ne soit pas encore
élucidée, I'effet de déplétion de la cystine lysosomale par la cystéamine est quant a lui relativement
bien caractérisé depuis I'identification de PQLC2 (figure 15). Une fois dans la lumiére du lysosome, la
cystéamine réagit avec la cystine et la réduit pour former un composé disulfure mixte cystéine-
cystéamine (MxD) et une molécule de cystéine. Une autre hypothese, proposée par B. Gasnier, est
que deux molécules de cystéamine réagissent avec une molécule de cystine pour former deux
molécules de MxD. La structure chimique du MxD est trés proche de celle de la lysine et est ainsi

reconnue par PQLC2 qui I'exporte dans le cytoplasme.
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Figure
15 : Mécanisme d’action de la cystéamine, et role de PQLC2 comme voie de sortie du
lysosome du disulfure mixte cystéine-cystéamine.
A) Le disulfure mixte posséde une structure chimique proche de la lysine, reconnue par PQLC2. B) Schéma du

mode d’action de la cystéamine. C) Expériences de traitement par la cystéamine de fibroblastes immortalisés
de patients cystinotiques suite a I'extinction, ou non, de PQLC2 par interférence d’ARN. L’extinction de PQLC2
limite I'action de la cystéamine. Figure extraite de I'article Jézégou et al. 2012.

Actuellement, la recherche clinique sur la cystinose dans le domaine de la thérapie génique est tres
active avec la création en 2007 du « Cystinosis Stem Cell and Gene Therapy Consortium ». La
Cystinosis Research Foundation est une association de malade qui permet de financer de nombreux
projets de recherche appliqués et fondamentaux portant sur la cystinose. Cette association a financé

ma bourse de these et les recherches effectuées pendant ma these.

Une fois dans le cytoplasme, le MxD est réduit en cystéine et en cystéamine par le couple redox du

glutathion [GSH/GSSG]. L'impact de cette réduction du MxD sur le métabolisme cellulaire n’est pas
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encore clairement identifié. Cependant, il permet éventuellement a la cystéamine de rentrer a
nouveau dans le lysosome et d’effectuer un nouveau cycle d’action sur la cystine intralysosomale.
L'identification de PQLC2 comme voie de sortie du MxD du lysosome est récente et date de
I'identification méme de PQLC2 en 2012 (Jézégou et al., 2012; Liu et al., 2012).

Bien que le traitement par la cystéamine de la cystinose possede une efficacité rare par rapport aux
autres traitements médicamenteux de maladies de stockage lysosomale, elle ne permet pas de
corriger tous les symptémes et possede, comme tout médicament, des contraintes et des effets
secondaires. Ainsi, ce médicament, nommé PROCYSBI®, approuvé en 2015, doit étre pris par voie
orale toute les 12h. Chez les enfants de moins de 2 ans, c’est I'ancienne formulation, nommée
Cystagon®, qui est utilisée. Elle doit étre prise toutes les 6h. Ces deux médicaments génerent chez le
malade une forte odeur persistante de soufre associée a une halitose (mauvaise haleine), qui
entrainent souvent un défaut d’observance du traitement a I'adolescence. Chez les personnes
présentant des cristaux de cystine au niveau de la cornée, 'application de gouttes pour les yeux
concentrées en cystéamine doit étre réalisée toute les heures. Les vomissements, diarrhées et
ulcéres sont fréquents. Enfin, la cystéamine ne fait que retarder I'apparition d’une insuffisance rénale

et n"empéche pas la nécessité d’avoir recours avec le temps a la greffe de rein (Cherqui, 2012).

Le modele murin de la cystinose

Le premier modele murin délété (KO) pour le géne Ctns a été généré en 2002 sur un fond génétique

mixte 129Sv x C57BL/6J par le groupe de Corinne Antignac a I’hépital Necker (Cherqui et al., 2002).

Ce modeéle présente une accumulation de cystine mais ne posséde pas de complication rénale (figure
16).
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Figure 16 : Images de microscopie électronique des cristaux de cystine intracellulaire de

cellules d’un modéle murin de cystinose.
Photos réalisées dans le cadre d’une collaboration de mon équipe d’accueil avec le Plateau technique
« Imagerie Cellulaire & Moléculaire » de I’'Université Paris Descartes dirigé par Bruno Saubaméa.
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Par la suite, deux modeles KO Ctns sur fond génétique pur ont été sélectionnés, le modele C57BL/6J
et le modéle FVB/N, par le méme groupe (Nevo et al., 2010). A la différence du modele de fond
génétique mixte 129Sv x C57BL/6 et du modeéle FVB/N, le modéle C57BL/6J présente, en plus d’un
taux de cystine élevé dans le rein, une altération progressive du tubule proximal du rein. Ce modéle
présente un probleme de croissance (courbe de poids) associé a une atrophie musculaire, liée a une
thermogeneése accrue des muscles et du tissu adipeux, et a un développement de tissu inguinal
adipeux brun (Cheung et al., 2016). La thyroide est également affectée (Gaide Chevronnay et al.,
2015). Le probleme de fertilité présent chez les hommes (azoospermie sécrétoire) n’est cependant

pas retrouvé dans ce modele, malgré la présence de cystine dans les testicules (Besouw et al., 2012).
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METHODES

1. Potentiel imposé a deux électrodes sur
ovocyte de Xénope

1.1. Préparation des ovocytes de Xénope

Des sacs ovariens d’ovocytes de Xénope femelle (Xenopus laevis) sont prélevés sur animal anesthésié
selon les regles du Comité d’Ethique en matiére d’Expérimentation Animale Paris Descartes
(autorisation CEEA34.BG.081.12). Les ovocytes sont individualisés et défolliculés par traitement
enzymatique 1 h 3 25 °C dans un milieu salin OR2 (85 mM NaCl, 1 mM MgCl,, 5 mM Hepes-K* ; pH
ajusté a 7.6 par NaOH ou HCI) contenant de la collagénase de type Il ou D (Gibco ou Roche,
respectivement) a 2 mg/mL. Les ovocytes défolliculés sont maintenus a 19 °C dans un milieu salin
BARTH (88 mM NaCl, 1 mM KCl, 2.4 mM NaHCOs, 0.82 mM MgS0O,, 0.33 mM Ca(NOs),, 0.41 mM
CaCl2, 10 mM Hepes-Na" ; pH ajusté a 7.4 par NaOH ou HCl) contenant 50 pg/mL de gentamycine
(Sigma).

Au minimum 12 h apreés leur préparation, les ovocytes sont injectés avec 50 ng d’ARNc Pglc2-LL/AA-
Egfp a I'aide d’un nano-injecteur (World Precision Instruments) (volume injecté : 50 nL). La séquence
ainsi que la procédure d’obtention de ces ARNc est détaillé dans I'article (Jézégou et al., 2012). Cet
ARNc contient la séquence de Pglc2 de rat mutée au niveau du motif d’adressage au lysosome
(LL/AA) et étiqueté en C-terminal avec la séquence de I'Egfp. Cette construction est ainsi déroutée a
la membrane plasmique de I'ovocyte et visible sous microscope a fluorescence. Des ceufs injectés
avec 50 nL d’eau distillée servent de témoins négatifs. L’acidification du milieu externe permet de
mimer |'environnement de la lumiére lysosomale (figure 17.A). La face cytosolique est représentée
par le cytosol de I'ovocyte et la face luminale est représentée par le milieu d’incubation acide de

I'ovocyte.

24h apres l'injection, I'expression de la protéine est estimée sous microscope a épifluorescence
(Eclipse TE-2000, Nikon) (figure 17.B). Les ovocytes possédant le plus fort halo de fluorescence a la

membrane plasmique sont privilégiés pour les expériences.
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A Lysosome Modéle de lysosome

géant inversé

lysosome

cytoplasme Lumiére Milieu
(pH4,5) (pH5)
PQLC2-EGFP \ / PQLC2-LL/AA-

cellule EGFP

B

PQLC2-LL/AA-EGFP injecté al'eau

Figure 17 : Modéle de lysosome géant inversé sur ovocyte de Xénope.
A) PQLC2 muté dans sa séquence d’adressage (LL/AA) est délocalisé a la membrane plasmique de la cellule.

L’environnement acide de la cellule permet de reproduire les conditions de la lumiére du lysosome. B)
Gauche : Image d’un ovocyte de Xénope exprimant PQLC2 étiqueté avec 'EGFP a la membrane plasmique.
Droite : ovocyte controle, n’exprimant pas PQLC2. La fleche blanche indique la localisation de la fluorescence
émise par PQLC2-LL/AA-EGFP. Taille de I'ovocyte : 1.1 mm. Photos prises a I'aide d’une caméra CCD (Coolsnap).

1.2. Principe du potentiel imposé a deux électrodes

Les mesures de courants en potentiel imposé sur ovocytes de Xénope sont réalisées a I'aide de la

technique de potentiel imposé a deux électrodes (TEVC).

Les ovocytes sont empalés a I'aide de deux microélectrodes. Chaque microélectrode est composée
d’un fil d’argent Ag/AgCl disposé dans un capillaire en borosilicate rempli d’une solution de KCl 3 M.
Une électrode sert a mesurer le potentiel de membrane de I'ovocyte (électrode de potentiel, V) et
I'autre sert a injecter du courant (électrode de courant, 1). Ces deux électrodes, de résistance
comprise entre 0.5-3 MQ, sont reliées a un amplificateur 0725C (Warner Instrument). Deux
électrodes de référence Ag/AgCl (une pour chaque électrode V et I) sont positionnées dans le bain
proche de I'ovocyte. L’'ensemble du systeme est relié a un digitaliseur (Digidata 1440A, Molecular
Devices) qui permet le controle du systeme ainsi que I'enregistrement des mesures par ordinateur.

L’expérimentateur peut ainsi choisir la valeur de potentiel a imposer a la membrane de I'ovocyte.
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L’électrode de potentiel permet de mesurer en temps réel le potentiel de membrane de I'ovocyte.
L'électrode de courant permet d’injecter une quantité de courant suffisamment grande pour
modifier le potentiel de membrane de I'ovocyte. Ainsi, a chaque instant, I'électrode de courant
permet d’ajuster le potentiel de membrane de I'ovocyte a celui souhaité par I'expérimentateur en

injectant la quantité de courant nécessaire et suffisante pour atteindre ce potentiel.

Une fois les ovocytes empalés, le potentiel de membrane est immédiatement imposé a une valeur de
-20 mV. D’une maniere générale, 30 min sont nécessaires pour obtenir une intensité de courant
stable permettant d’imposer ce potentiel. Par la suite, soit I'expérience se déroule a potentiel
constant et il suffit uniquement d’appliquer le protocole de perfusion, soit elle est réalisée sur une

gamme de potentiels donnés et nécessite alors I'utilisation d’un protocole spécifique.

Les expériences sont réalisées a température ambiante (20°C). Pour chaque ovocyte, le potentiel de
membrane et la résistance des deux électrodes utilisées sont enregistrés. L'acquisition des
enregistrements obtenus a potentiel constant utilise un filtre passe-bas a 10 Hz et une fréquence
d’acquisition de 1000 Hz. Pour les expériences qui utilisent les sauts de potentiel, le filtre passe-bas
est a 0.5 kHz et la fréquence d’acquisition a 5 kHz. Les données sont enregistrées et analysées par le
logiciel pCLAMP 10 (Molecular Devices).

1.3. Solutions et molécules utilisées

Les ovocytes sont empalés dans une solution de ND100 (100 mM NaCl, 2 mM KCI, 1 mM MgCl2, 1.8
mM CaCl2 tamponné avec 5 mM de MES) ajustée a pH 5.00 a I'aide d’"HCI concentré ou de NaOH.

Les molécules perfusées correspondent majoritairement aux substrats de PQLC2, a savoir les acides
aminés cationiques arginine et lysine. L'histidine a été étudiée dans le cadre des expériences en
patch clamp car son transport modifie les courants endogenes de I'ovocyte. PQLC2 est un
transporteur de basse affinité avec un Km proche de 2 mM pour l'arginine (Jézégou et al., 2012).
Dans notre étude, nous avons majoritairement travaillé a des concentrations saturantes pour PQLC2
de 20 mM. Comme les acides aminés cationiques sont ajoutés au milieu ND100 sous forme de sel
monohydrochloride (Arg-Cl, Lys-Cl ; Sigma), deux phénomeénes importants sont a prendre en compte.
D’une part la modification de la pression osmotique du milieu. Le ND100 possede une osmolarité
proche de 200 mOsm. L’ajout de 40 mOsm n’est donc pas négligeable. D’autre part, les électrodes de
références sont composées de chlorure d’argent directement en contact avec la solution perfusée.
L'état métastable d’échange entre les ions chlorures de la solution et les ions chlorures de I'électrode
est donc sensible aux variations de concentration en ions chlorures de la solution. Celle du ND100 est
proche de 105 mM. L’ajout de 20 mM d’ions chlorures est donc a nouveau non négligeable et va
modifier le signal électrique enregistré. Pour pallier ces deux problémes, nous avons choisi de
compléter le milieu de référence ND100 pH 5.00 avec 20 mM de NMDG-CI (N-Methyl-D-glucamin,
Sigma). Dans nos conditions d’expérience, cette molécule n’a pas d’effet mesurable sur les courants

endogene de l'ovocyte. Cette astuce permet donc de travailler a osmolarité et a concentration en
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ions chlorures constantes. Dans certaines conditions, la concentration en ions chlorures de la
solution contrdle et de solutions tests sont différentes, un pont salin composé de KCI 1.5 M et d’agar-

agar a 2 % a alors été utilisé.

1.4. Protocole de détermination du ratio charge-substrat

Les courants membranaires d’ovocytes exprimant PQLC2 a leur membrane plasmique (PQLC2-LL/AA-
EGFP) sont enregistrés a I'aide d’un systéme TEVC en présence de L-[2,3,4-*H]arginine-Cl (Perkin-
Elmer) diluée dans 3 mM d’Arg-Cl. L’arginine est ensuite lavée par du milieu pH 5.0, puis par du
milieu pH 7.5 (le MES est remplacé par de 'HEPES a concentration équivalente, soit 5 mM). Le pH
alcalin permet de bloquer I'activité de PQLC2 (Jézégou et al., 2012). Les ovocytes sont alors
désempalés, lavés 4 fois par immersion dans un puits contenant du milieu pH 7.5 glacé, puis
transférés et lysés dans un tube a scintillation contenant 300 uL de soude 0.1 N (1 ovocyte par tube).
L'arginine tritiée contenu dans chaque ovocyte est comptée a I'aide d’'un compteur a scintillation
(Tri-Carb 2100 TR, Packard) apres ajout de liquide a scintillation. La quantité de charges électriques
couplées au transport de I'arginine par PQLC2 est calculée par intégration de I'aire du courant
enregistré. Avec ces deux valeurs, on peut donc calculer le rapport charge-substrat du transport
médié par PQLC2.

1.5. Protocole d’étude du couplage de PQLCZ aux protons

Les ovocytes exprimant PQLC2 sont injectés avec 25 nL d’une solution aqueuse saturée par une
sonde fluorescente sensible au pH, le BCECF, au minimum 30 min avant le début de I'expérience. lIs
sont ensuite déposés dans un systéeme de TEVC particulier permettant de stimuler et d’enregistrer les
signaux emis par le BCECF (Zdebik et al., 2008).

Le BCECF présent dans les ovocytes est excité a 488 nm par une LED située a proximité de I'ovocyte.
L'intensité de fluorescence émise par la sonde est filtrée par une bande aux longueurs d’ondes 512-
565 nm et convertie en courant par une photodiode disposée sous une lentille dans la chambre de
perfusion. Le signal de fluorescence est converti en signal électrique a I'aide d’une interface USB-

6221 (National Instruments).

Ces mesures ne sont pas ratiométriques, c'est-a-dire qu’elles ne permettent pas de déterminer si
I’évolution du signal est liée a une altération de la sonde elle-méme (fuite, photoblanchiment,
décalage progressif de la zone d’émission enregistrée...) ou a une modification de son état d’énergie

associé dans notre cas a une modification du pH.

L’ovocyte est perfusé a I'aide d’une solution contenant 100m M Na*-gluconate, 2 mM MgS0,, 2 mM
K*-gluconate, 5 mM MES, pH 6.0 ajusté a I'aide de NaOH. L’arginine (Arg-Cl) est ajoutée a hauteur de

5 mM et I'histidine (His-Cl) a 10 mM. L'utilisation de ces deux concentrations respectives permet
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d’obtenir des amplitudes de courant de transport voisines. Les électrodes de références sont reliées

a la cuve de perfusion par l'intermédiaire d’un pont salin composé d’agar et de KCl 3 M.

Le substrat est ensuite lavé jusqu’au retour a la ligne de base du niveau de courant. L’acquisition des
données est réalisée par le systeme WinWCP (Strathclyde Electrophysiology Software). Le courant de
transport est enregistré a l'aide d’un filtre passe-bas a 5 Hz. Le signal de fluorescence est filtré a 0.3

Hz. Les enregistrements sont analysés par le logiciel pCLAMP.

1.6. Protocole de sauts de potentiel

Pour analyser la dépendance au potentiel de PQLC2, un protocole de sauts de potentiels allant de
+100 mV a -100 mV par pas de -20 mV a été utilisé (figure 18). Chaque créneau de potentiel, d’une
durée de 180 ms, est précédé et suivi d’'un bref saut de potentiel de 100 ms a -40 mV. Un intervalle

de 120 ms a -20mV existe entre chaque saut a -40mV.

+100mV

120ms
-20mVI | | )

-40mV 100ms 100ms

-100mV 180ms

Figure 18 : Protocole de sauts de potentiel sur ovocyte de Xénope.

Ce protocole comprend une succession de sauts de potentiel comprenant un socle de sauts brefs compris entre
-20 mV et —40 mV encadrant un saut de potentiel dont la valeur décroit progressivement avec la progression
du protocole. La valeur de départ de ce saut est +100 mV (ligne rouge). Chaque cycle fait décroitre cette valeur
de -20 mV. Ce cycle se termine lorsque la valeur de potentiel -100 mV est testée. Ce schéma présente les
valeurs de potentiel imposé des deux premiers cycle du protocole (+100 et +80 mV).

Ce protocole de sauts de potentiel est appliqué a I'ovocyte toutes les 20 secondes. Le protocole de
perfusion de substrats commence lorsque les courants mesurés aux différents potentiels sont stables
sur une durée minimale d’'une minute. Les résultats bruts d’'une expérience correspondent donc a un
ensemble de fichier décalés de 20s dans le temps et contenant les courants enregistrés pour un jeu
de potentiels allant de +100 a -100mV. Un écran électrique relié a la masse est positionné entre
I’électrode | et I'électrode V et permet d’éviter que les courants injectés par | altérent le potentiel

mesuré par V.
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1.7. Solutions spécifiques de l'étude du couplage de PQLCZ
aux ions Na*, K*, H* et CI

La substitution des ions nécessaires pour la réalisation de cette expérience a nécessité de modifier

les solutions classiquement perfusées.

Les solutions pH 6.0 ont été obtenues par ajout de 1.5 mM de NDMG (Sigma). La modification de

I'osmolarité de la solution est négligeable.

Le contenu en ions Na* et NMDG" est respectivement 42 mM et 20 mM pour la solution avec ajout
d’ions potassiums et de 42 mM et 78 mM pour la solution contréle. L'osmolarité des deux solutions

est identique.

Concernant les expériences de substitution des ions chlorures, le Na-Cl (100 mM) a été remplacé par
du Na-Gluconate (Sigma). La solution en Lysine 20 mM possede 129 mM de chlore. Les solutions de
référence possedent 2 mM de NMDG-CI. Le pH des solutions pauvres en ions chlorures a été ajusté a
5.00 par I'ajout de MES (29 mM) a la place de I'HCI. L'osmolarité des solutions est de : 207 mOsm
(solutions contréles), 240 mOsm (solution contréles avec 20 mM de lysine-Cl), 230 mOsm (solutions
substituées). Un pont salin composé de 1.5 M KCl et 2 % agar-agar a été utilisé. Malgré le pont salin,
un décalage compris entre -6 et -8 mV est observé en passant de la solution contréle a la solution
substituée en ions chlores. Une correction de +6 mV a donc été apportée au potentiel d’inversion

mesuré dans la condition [2 mM Lys ; 10 mM CI].

2. Patch-clamp sur HEK293T

2.1. Préparation des cellules HEK293T

Des cellules HEK293T sont transfectées par lipofection (lipofectamine 2000, Thermofisher) avec le
plasmide modifié pEGFP-N1 (Clontech) dont la séquence est détaillée dans l'article : (Jézégou et al.,
2012). Ce plasmide contient la méme séquence de Pglc2 que celle des ARNc injectés dans les
ovocytes de Xénopes (Pqlc-LL/AA-Egfp). Aprés 24 h d’expression, les cellules transfectées sont
décollées et ensemencées dans des boites Falcon de 35 mm recouvertes de poly-D-lysine (0.05
mg/mL, Sigma) a hauteur de 150,000 cellules par boite. Ce repiquage est important car il permet
d’isoler les cellules les unes des autres en évitant ainsi leur couplage électrique par jonctions gap. Ces
jonctions peuvent affecter les mesures de courant enregistrées en patch clamp. Les expériences de
patch clamp commencent 4h apreés le repiquage des cellules, temps nécessaire pour que les cellules

adherent au fond de la boite.

Le taux de transfection (60-70 %) et le niveau d’expression des cellules sont controlés sous

microscope a fluorescence (figure 19).
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Lumiére blanche PQLC2-LL/AA-EGFP

Figure 19: Taux de transfection et niveau d’expression de Pqlc2-LL/AA-EGFP dans les
cellules HEK293T.

En haut a gauche : champ d’observation en lumiére blanche permettant de visualiser I’ensemble des cellules
ayant suivi le protocole de transfection. En haut a droite : champ d’observation identique mais cette fois-ci ne
révélant que les cellules exprimant PQLC2-LL/AA-EGFP. Cette observation est rendu possible par I'utilisation
d’un filtre d’émission a 465-495 nm et d’excitation a 515-555 nm spécifique de la détection de I'EGFP. Les
images du dessous représentent un agrandissement de la zone démarquée par le rectangle violet apparaissant
sur le champ d’observation. La fluorescence émise par I'étiquette EGFP, donc par extension PQLC2, est
localisée a la membrane plasmique des cellules.

2.2. Expériences de patch-clamp en configuration « cellule
entiere »

Le poste de patch clamp est pourvu d’un microscope et d’'une LED qui permettent la sélection pour
I’'expérience de patch clamp des cellules qui expriment fortement PQLC2 a la membrane plasmique.

Les cellules qui n’expriment pas PQLC2 servent de témoins négatifs.

Le milieu nutritif des cellules (DMEM + GlutaMAX, 10 % SVF, 1 % Penicillin-Streptomycin ; GIBCO) est
remplacé par une solution externe (mentionnée par la suite sous le terme « milieu de référence »)
contenant 130 mM NacCl, 5 mM KCIl, 2 mM CaCl2, 1 mM MgCI2, 20 mM glucose, 20 mM MES, 20 mM
NMDG-CI ; pH 5.00 ajusté avec NaOH ou HCI ; 315-330 mOsm. La boite est installée dans le poste de
patch de Jacsue Kehoe, directrice de recherche dans le laboratoire Brain Physiology (CNRS UMR

8118). Le systéeme de perfusion est détaillé dans I'article : (Blarre et al., 2014). Ce systéme permet
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d’échanger a I'échelle de la seconde le milieu dans lequel baigne la cellule patchée. Il est pourvu

d’une téte de perfusion positionnée a une centaine de microns de la cellule (figure 20).
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Figure 20 : Position relative de la téte de perfusion par rapport a la cellule patchée.

La masse sombre observée a gauche de I'image correspond a la téte de perfusion.

La cellule patchée est perfusée en continu a 'aide de la téte de perfusion. La perfusion se fait
d’abord avec le milieu de référence puis, une fois la stabilité électrique de la cellule obtenue, avec les
solutions propres a I'expérience. Le changement de voie de perfusion se fait par le biais de valves
controlées par ordinateur et permet d’appliquer pendant quelques secondes le substrat a tester.
Pour les expériences en patch clamp, je n’ai testé que des solutions contenant 20 mM Arg-Cl, 20 mM
Lys-Cl ou 20 mM His-Cl (Sigma). Ces solutions sont identiques au milieu de référence a ceci prés que
le substrat a tester est substitué au NMDG-CI. Entre deux cellules patchées, le milieu de référence est

renouvelé.

L'approche de patch consiste a accoler puis a rompre localement la membrane de la cellule a I'aide
d’une microélectrode Ag/AgCl disposée dans un capillaire en borosilicate rempli d’'une solution
contenant 130 mM CsCl, 10 mM Hepes, 10 mM EGTA, 2 mM CaCl,, 2 mM MgCl,; pH 7,35-7,4 ajusté a
I'aide de KOH ou HCI; 295-305 mOsm. On obtient une configuration appelée cellule-entiére ou le
contenu de la pipette est directement en contact avec le cytoplasme de la cellule. Trois solutions
meres intrapipettes ont été réalisées en additionnant 20 mM NMDG-CI, 20 mM Arg-Cl ou 20 mM Lys-
Cl a la solution de base. Ces solutions ont été aliquotées et stockées a -20 °C. L’électrode, de
résistance 3-4 MQ, permet de mesurer et d'imposer le potentiel de la cellule par application d’un
courant généré par un amplificateur EPC-9 (HEKA Elektronik). Une électrode de référence Ag/AgCl
est reliée physiquement au bain par un pont salin. Il contient le milieu de référence auquel sont

ajoutés 3M KCl et 2% d’agar-agar. L'ensemble du systeme est relié a un digitaliseur qui permet le
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controle et I'enregistrement des mesures par ordinateur. L'expérimentateur peut ainsi choisir la

valeur de potentiel a imposer a la cellule et enregistrer en temps réel ses courants membranaires.

2.3. Protocole de rampe de potentiels

A I'aide de la technique de patch clamp en configuration cellule entiére, nous avons choisi d’étudier
la dépendance au potentiel des courants de transport des CAA par PQLC2. Pour cela, un protocole de
rampe de potentiels a été mis au point. Ce protocole est réalisé sur des cellules dont le potentiel est
préalablement imposé a -40 mV. Il consiste a appliquer un bref pulse de 30 ms a -100 mV permettant
de charger la capacité électrique de la membrane de la cellule, suivi d’une rampe de 400 ms allant de

-100 mV a +100 mV. Le potentiel de membrane est alors ramené a la valeur de repos de -40 mV

(figure 5).
+100mV
-40mV
>
400ms
-100mV, 30ms

Figure 21 : Protocole de rampe de potentiels.
Ce protocole montre trois rampes de potentiels réalisées a intervalle régulier. Chaque rampe permet de
balayer de maniére continue une gamme de potentiel allant de -100 mV a +100 mV.

Comme ce protocole est trés rapide et que le systeme de perfusion permet un échange des solutions
qui baignent la cellule de I'ordre de la seconde, nous avons automatisé et systématisé un protocole
plus complexe alliant des changements du milieu perfusé et des rampes de potentiels. Ce protocole

permet I'étude du transport de plusieurs substrats en une seule séquence.

2.4. Protocole appliqué a une cellule venant d’étre patchée

Tout d’abord, la capacité membranaire de la cellule est estimée par I'application de deux échelons

successifs et opposés de 10mV d’amplitude (Figure 22.A). Pour une condition donnée, plus la taille
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de la cellule sera grande et plus I'aire des pics de courant mesurés lors du changement de potentiel
sera grande. Cette aire doit étre constante sur un méme enregistrement indépendamment du sens
de la variation du potentiel. La présence d’un courant résistif de grande amplitude est signe d’une

jonction entre I'électrode et la membrane de la cellule de mauvaise qualité (fuite électrique).

Ensuite, des rampes de potentiels par groupe de 3 sont réalisées afin de s’assurer de la stabilité des

courants membranaires dans le milieu de référence (Figure 21).

-30mV I—I
-40mV

| 500pA | 500pA |300pA

Courant résistif

Figure 22 : Détermination de la capacité membranaire et de la qualité du patch.

A) Protocole de potentiels imposés. B) Traces des courants capacitifs de trois cellules. La fleche noire montre
un courant capacitif. La cellule de droite est de petite taille. L’aire du courant capacitif de I'enregistrement de
gauche est plus faible que celle du milieu. La taille de la cellule du milieu est plus grande. A droite, la jonction
entre la cellule et I'électrode et la membrane de la cellule est de mauvaise qualité, d’ou la présence d’une fuite

électrique (courant résistif).

Enfin, lorsque toutes ces étapes sont validées, signe de la bonne qualité de la jonction pipette-
membrane et de I'intégrité de la membrane de la cellule, le protocole alliant perfusions de substrats
et rampes de potentiels est appliqué (figure 23). Ce protocole permet d’encadrer une rampe de
potentiels effectuée pendant I'application d’un substrat par deux rampes réalisées dans le milieu de
référence. La rampe pré-application sert de référence et, par comparaison avec la rampe post-
application, permet de vérifier la stabilité du patch durant la réalisation du protocole de perfusion.
Comme le logiciel de commande permet de programmer plusieurs séquences de perfusion, nous
avons décidé d’inclure 4 séquences d’application de substrat sur un méme protocole. La durée de ce

protocole est de 52s.
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Une rampe de rampe post-application substrat #2
potentiel Substrat #1 et pré-application substrat #3

' /

Voie de
perfusion —»
enclenchée S 00

o ,

Controdle de Substrat #2...
stabilité

Figure 23 : Protocole automatisé alliant la perfusion de plusieurs substrats et la réalisation
de plusieurs rampes de potentiels sur une méme séquence (durée du protocole : 52
secondes).

Les expériences sont réalisées a température ambiante (20 °C). Pour chaque cellule patchée, la
résistance de la pipette, la résistance série (elle permet d’estimer la qualité de la continuité
électrique entre le milieu intrapipette et le cytoplasme de la cellule qui peut, par exemple, étre
partiellement obstrué par un agrégat), la capacité de la membrane (proportionnelle a la taille de la
cellule) et la résistance membranaire (qui comprend la résistance a I'origine du courant résistif) sont
évaluées. Les cellules ayant une résistance membranaire inférieure a 0.3 GQ n’ont pas été retenues
pour analyse. La fréquence d’acquisition des enregistrements est de 5 kHz. Les données sont
enregistrées par le logiciel Patchmaster (HEKA) et analysées par le logiciel pCLAMP 10 (Molecular

Devices).

3. Modeles murins

3.1. Souris utilisées

L'utilisation des souris a été réalisée selon les regles du Comité d’Ethique en matiére
d’Expérimentation Animale Paris Descartes (autorisation CEEA34.CAL.088.12).

Plusieurs fonds génétiques de souris ont été utilisés dans cette étude. Les souris chimériques
porteuses de la mutation Pglc2™™* M9 ont un fond génétique chimérique C57BL/6N - BALB/c. La

lignée de souris KO Pglc2 est de fond génétique C57BL/6N. La lignée de souris KO Ctns nous a été
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gracieusement transmise par Corinne Antignac. Elle est faite sur un fond génétique C57BL/6J. La
lignée Pqlc2-Ctns est ainsi de fond génétique mixte C57BL/6N - C57BL/6).

Ces souris sont élevées dans I'animalerie du Centre Universitaire des Saints-Péres. Les conditions
d’élevage se font sous un cycle jour-nuit de 12h a une température de 23 °C. Les litieres sont

composées de rafle de mais.

3.2. Construction des souris chimériques

La délétion de Pqlc2 (projet VG11557) s’est faite par recombinaison homologue en utilisant
I"approche VelociGene sur des cellules souches embryonnaires (cellules ES) de souris de fond
génétique C57BL/6N. L'approche VelociGene (Valenzuela et al. 2003), développée en 2003 par
Regeneron Pharmaceuticals se base sur 'utilisation de chromosomes artificiels de bactérie comme
vecteur de recombinaison. Ces vecteurs permettent, entre autres particularités, la délétion de
séquences génomiques de grandes tailles (>70kb), tout en rendant possible I'introduction d’'un géne
rapporteur, ce qui permet I'étude du pattern d’expression du geéne muté. Elle a permis la production

en série de nombreuses cellules ES recombinées KO pour un gene donné.

Dans notre cas, la cassette utilisée pour remplacer le géne Pqlc2 est la cassette nommée ZEN-UB1
(figure 24). Elle comprend le géne rapporteur de la B-galactosidase (/acZ) suivie du gene de sélection
codant pour la néomycine (neo), lui-méme flanqué de deux sites loxP. Ces sites permettent, une fois
le modéle murin KO obtenu, d’exciser le gene de sélection, car il est susceptible d’interférer avec le
phénotype induit par la délétion du géne étudié. La cassette possede une taille de 6084pb. La

délétion est constitutive, ce n’est pas un KO-conditionnel.

start stop
target gene codon codon
(KRN RN} I N I N —_— (A AR R NN NN ]

homologous homologous ~ expression-selection
g g \\\ cassette
X Ceeeneeneeneneneanenrenennannenens X exon
gene ablating deletion == intron
recombination recombination b loxP
i *large BAC-based targeting vector
\\\\\ 9 'geting

BacVec*

Reporter Selection B

Figure 24 : Schéma de I'approche de délétion par recombinaison homologue VelociGene.
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3.3. Amoreces utilisées pour la validation de l'inactivation du
gene Pqlc2.

Paire d'amorces Amorce Orientation Séquence

et F7 sens AAGCCTGTGAAACCCGAGAG
R2 antisens TTAAGCTGCCCTACTGTGCC

ot 1' F7 sens AAGCCTGTGAAACCCGAGAG
R1 antisens GACGACAGTATCGGCCTCAG

et 2 A4 sens CGACTACCCATTCAGTTTCC
B3 antisens CCACTGGGACTCTCCAAATG

ot 2’ Al sens GCAGCCTCTGTTCCACATACACTTCA
B3 antisens CCACTGGGACTCTCCAAATG

et 3 mPQLC2-F1 sens ATTATGTCCTGGCCGACCTG

mPQLC2-R1 antisens CTTGGGTTGACTGCCGTATG
Tableau 1 : Informations sur les amorces utilisées pour la validation de I'inactivation du
géne Pqlc2.

La détermination exacte de la position de la délétion en 5’ a été réalisée par séquencage en utilisant
les amplicons de PCR obtenus a partir des amorces F7 et R1 localisées respectivement sur le géene

Pqlc2 et sur la cassette ZEN-UB1. Le couple d’amorce F7 et R2 permet d’amplifier I’alléle sauvage.

La détermination exacte de la position de la délétion en 3’ a été réalisée par séquencage en utilisant
les amplicons de PCR obtenus a partir des amorces Al et B3 localisée respectivement sur la cassette
ZEN-UB1 et sur le géne Pglc2. Le couple d’amorce A4 et B3 permet d’amplifier I'allele sauvage. Le

primer Al correspond au primer Reg-NeoF du site KOMP.

Les amorces mPQLC2-F1 et mPQLC2-R1 s’hybrident respectivement sur I’'EXON 5 et 'EXON 8 du géne

Pqglc2 murin. Elles permettent de détecter la présence du transcrit de Pqglc2 chez la souris sauvage.

3.4. Protocole d’analyse des ARNm de Pqlc2

Les ARN totaux de 2 souris sauvages et 2 souris KO ont été purifiés a partir de 30mg de rein ou de
foie. Les ARN ont été purifiés puis extraits a I'aide du Kit RNeasy développé par Qiagen. Une étape de
transcription inverse permet de générer les ADNc des ARN extraits (Kit QuantiTect Reverse
Transciption de QIAGEN). Enfin, une PCR est réalisée sur les ADNc en utilisant un couple d’amorces,
nommées mPQLC2-F1 (sens) et mPQLC2-R1 (antisens), qui s’hybrident respectivement sur 'EXON 5
et I'EXON 8 du gene Pglc2 murin.
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3.5. Protocole de prélevement et d’analyse du contenu en
métabolites du plasma sanguin suite a un jeiine alimentaire

Le protocole utilisé est adapté de I'étude de Ezaki J, et al. (Ezaki et al., 2011). Les membres inférieurs
des souris sont tout d’abord dépilés. Le lendemain, les souris sont déposées dans une nouvelle cage
ne comprenant qu’une litiere composée de rafle de mais et un acces a I'eau (mise a jeln). 24h plus
tard, on leur donne accés a de la nourriture pendant deux heures. A la fin de ces deux heures,
environ 20uL de sang sont prélevés au niveau de 'artere fémorale d’'une des deux jambes a I'aide
d’une aiguille et d’un tube récolteur hépariné (échantillon avant-jeine). 24h plus tard, un nouveau
prélevement de sang (20pL) est réalisé au niveau de la jambe non Iésée (échantillon pendant-jelne).
La souris est alors sacrifiée. Le sang chaud venant d’étre prélevé est immédiatement mis a
centrifuger 5min a 2000g a température ambiante. Le plasma (surnageant) est alors prélevé et
mélangé a 5volumes de méthanol glacé. L'aliquot est homogénéisé et stocké a -20°C. La transparence
du plasma est gage de qualité car sinon une couleur rosée apparait, signe de la contamination du

contenu plasmatique par celui du contenu des globules rouges lysés.

Le fait de réaliser une premiére période de mise a jelin (24h) et de réintroduire de la nourriture sur
une courte période permet de gommer les éventuelles différences de prises alimentaires précédent
le démarrage du protocole. Cela permet de diminuer la variabilité des résultats au sein d’'un méme
groupe. Durant toutes ces étapes, la souris est pesée afin de s’assurer que chaque souris répond
d’'une maniere semblable au protocole (prise alimentaire, étape de préléevement de sang mal

supportée...).

Les échantillons plasmatiques sont analysés par GC/MS-TOF a la plateforme Métabolisme
Métabolome de I'IFR87. J'ai participé au prélevement et a la préparation des échantillons, et a
I’analyse des spectres obtenus a la plateforme sous la responsabilité de Frangoise Gilard. Cette étude
a été réalisée sur deux groupes de 4 souris males KO et WT appariés de 10-10,5mois. Les
prélevements de sang ont été effectués le matin a 10h. Les résultats sont présentés sous la forme
d’histogrammes des moyennes obtenus pour chaque condition (WT, KO, avant je(ine (a), pendant
jeline (p), figure 63). Un des échantillons contenant le plasma d’une souris KO avant jeline (KOa) n’a

pas pu étre analysé.

3.6. Modeles de transmission génétique utilisés

Les modeles de létalité font intervenir une létalité partielle tres élevé avec une pénétrance de
9999/10000. Cela permet d’homogénéiser la p value des différents tests statistiques du chi2 de
conformité qui ne tolére pas que les effectifs théoriques soient nuls. Cette approche a été préférée a
des modeles de létalité possédant des pénétrances de 100% qui nécessite un ajustement du degré de

liberté du test du chi2 en fonction du modele. Ainsi, pour chaque expérience, les degrés de liberté de
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I’ensemble des tests sont identiques. L'utilisation d’'une pénétrance plus élevée (>9999/10000) ne

modifierait pas les p values.

La comparaison des effectifs observés aux effectifs des modeles théoriques a été réalisée par

|"utilisation d’un test de chi2 de conformité.
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CHAPITRE 1 : ETUDE MECANISTIQUE
DE PQLC2

Le but de mes recherches a I'échelle moléculaire de PQLC2 est de comprendre son mécanisme de

transport.

D’une maniere générale, I'analyse du mécanisme de transport des transporteurs membranaires
permet de mettre a jour des propriétés susceptibles d’éclairer la fonction physiologique a laquelle ils
participent. Elle permet également de mieux comprendre les relations structure-fonction, qui sont
souvent applicables a d’autres transporteurs de la méme famille structurale. Enfin, dans le cas de
PQLC2, la découverte de parameétres influencant son activité de transport permettra peut-étre

d’améliorer le traitement de la cystinose par la cystéamine.

Dans un premier temps, j'ai étudié le couplage ionique du transporteur. Ce résultat m’a amené a
caractériser sa dépendance au potentiel et a révélé un phénoméne inattendu étudié dans ce

chapitre.

1. Etude du couplage ionique de PQLC2 :
approche par mesure de flux

L’étude publiée par mon équipe d’accueil sur l'identification et la caractérisation moléculaire de
PQLC2 n’avait pas permis de déterminer ses propriétés de couplage ionique (Jézégou et al., 2012).
Les mesures de rapport charge-substrat du transport donnaient des valeurs variables selon le lot
d’ovocyte utilisé. Le poste de TEVC que j'utilise est différent de celui de cette étude. Je ne réalise un
enregistrement que sur un seul ovocyte a la fois. Cela me donne un meilleur contréle et suivi
individuel de chaque ovocyte. Le protocole de perfusion a également été modifié afin de limiter
I’éventuelle vidange de I'ovocyte lorsque celui-ci doit étre extrait du poste de TEVC pour lyse. Le

premier objectif de ma thése a donc été de caractériser le couplage ionique de PQLC2.

1.1. Mesure du rapport charge-substrat de PQLC2

L'objectif de cette expérience est de déterminer le nombre net de charges électriques associées au
transport d’une molécule d’arginine par PQLC2. La valeur de rapport charge-substrat obtenue donne
une information indirecte sur le couplage ionique du transporteur. Pour la cystinosine, il est de +1 (1

H* transporté par molécule zwitterionique de cystine (Ruivo et al., 2012)). Si le transport d’arginine
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par PQLC2 est également couplé a un proton, le rapport mesuré sera de +2 car la molécule d’arginine

porte une charge positive.

Les courants membranaires d’ovocytes exprimant PQLC2 a leur membrane plasmique (PQLC2-LL/AA-
EGFP) sont enregistrés a I'aide d’un systeme TEVC en présence d’arginine tritiée (voir le chapitre
« Méthodes ». A la fin de I'expérience, I'arginine tritiée contenu dans chaque ovocyte est comptée et
la quantité de charges électriques couplées au transport de I'arginine par PQLC2 est calculée par
intégration de l'aire du courant enregistré. Avec ces deux valeurs, on peut donc calculer le rapport

charge-substrat du transport médié par PQLC2.

L'utilisation de durées variables de perfusion d’arginine permet de faire varier le nombre de
molécules d’arginines accumulées ainsi que le nombre de charges transportées, et ainsi de corréler
ces deux mesures. Des ovocytes injectés avec 50 nL d’eau distillée servent de contréle pour estimer
le transport endogene d’arginine et le signal électrique non spécifique éventuellement associé. Le
potentiel de membrane imposé est de -40 mV. Quatre lots d’ovocytes provenant de quatre Xénopes

différents ont été utilisés. Les résultats obtenus sont présentés en figure 25.
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Figure 25 : Détermination du rapport charge-substrat de PQLC2.

A) Protocole de mesure du rapport charge substrat en TEVC. B) Traces de courants associées a I'application
d’arginine enregistrées a -40 mV sur un ovocyte qui n’exprime pas (haut) ou qui exprime (bas) PQLC2. La partie
grisée correspond, aprés intégration, a la quantité de charges électriques accumulées. C) Graphique

représentant le nombre de charges électriques du courant de transport enregistrées en fonction du nombre de
molécules d’arginine transportées dans des ovocytes PQLC2. Chaque point représente un ovocyte.
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L’énorme avantage de cette approche est que les courants endogénes de I'ovocyte évoqués par
I’arginine sont nuls comparés au courant de transport de PQLC2 (figure 25.B). Le nombre de charges
électriques déterminé d’apreés les traces de courants sur un ovocyte PQLC2 ne nécessite donc pas de
correction. L’arginine tritiée est également tres peu transportée par les transporteurs endogénes de
I'ovocyte (12+/-3 pmoles; n=12). Cette valeur a été estimée pour chaque lot d’ovocyte et a été

soustraite des valeurs obtenues sur les ovocytes PQLC2 du méme lot.

On observe une tres bonne corrélation linéaire entre le nombre de molécules d’arginine et le nombre
de charges accumulées par les ovocytes PQLC2 (figure 25.C). La pente de la droite obtenue est
proche de 1. Le rapport charge-substrat de PQLC2 est donc d’une charge positive par molécule

d’arginine.

Ces résultats n’excluent pas un couplage ionique complexe de PQLC2 avec les protons et un ou
plusieurs autres ions dont les charges se compensent, comme par exemple le transport d’une
molécule d’arginine couplée a I'entrée d’un proton et d’un ion chlorure (rapport charge substrat de
+1). Cependant, I’hypothése la plus simple pour expliquer ces résultats est que PQLC2 ne soit pas
couplé aux protons, contrairement a la majorité des transporteurs du lysosome, ni a d’autres ions,

c'est-a-dire qu’il fonctionne selon un mécanisme d’uniport.

1.2. Etude du couplage de PQLCZ2 aux protons

Afin d’examiner directement le couplage du cycle de transport de PQLC2 aux protons, nous avons
décidé de mesurer I'acidification de I'ovocyte lors du transport d’acide aminé cationique (CAA) par
PQLC2. Ce travail a été réalisé a I’University College London, dans I’équipe du Dr. Anselm A. Zdebick
car il possede un montage approprié pour ce type de mesure. Les expériences ont été réalisées par

|’étudiante en Master of Science Yan Li.

Cette approche consiste a mesurer I’évolution du pH intracellulaire associée au transport d’arginine
ou d’histidine par PQLC2 présent a la membrane plasmique d’ovocytes dont on contréle le potentiel
a 'aide d’un systeme TEVC, et qui contiennent une sonde fluorescente sensible au pH, le BCECF. Une
baisse de la fluorescence émise par cette sonde correspond a une acidification du contenu de

I'ovocyte.

Le potentiel de membrane de I'ovocyte est imposé a -40 mV. Lorsque les signaux d’émission de
fluorescence et de courants sont stables (ligne de base), I'arginine, puis I’histidine sont perfusés.
Pendant I'application de ces molécules, le potentiel est hyperpolarisé a -100 mV pendant 30 s. Cette
astuce permet d’accélérer PQLC2 et de corréler I'activité du transport a I'acidification de I'ovocyte.
Les données de fluorescence sont normalisées par rapport au niveau de fluorescence initiale du

début de I'expérience. Les résultats sont présentés en figure 26.
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La fluorescence émise baisse légerement avec le temps. Cette dérive peut étre due au
photoblanchiment du BCEF et a sa diffusion hors de I'ovocyte. Cependant, cette baisse est constante
dans le temps et génére une ligne de base a pente négative relativement stable. L'application
d’arginine a -40 mV n’affecte pas I'émission de fluorescence et c’est encore le cas quand PQLC2 est

accéléré a -100 mV. Son transport n’est donc pas couplé aux protons.

Le transport de I'histidine sert de référence de sensibilité du systtme de mesure. En effet son
transport par PQLC2 la fait passer d’un milieu acide (milieu de perfusion, pH 6.0) a un milieu neutre
(cytoplasme, pH 7.1). Comme le pKa de I'histidine est de 6.0, elle se déprotonne quand elle atteint le
cytoplasme. Cette acidification est associée a une baisse d’émission de fluorescence accrue
(acidification) qui est amplifiée lorsque le transport de I’histidine par PQLC2 est accéléré (passage de
-40m V a -100 mV). Cette expérience démontre ainsi clairement que le transport médié par PQLC2
n’est pas couplé au transport de protons, le proton de I'histidine étant porté par le substrat et non

par le transporteur.

TEVC recordings
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Figure 26 : Détermination du couplage de PQLC2 aux protons.

A) Traces de courant (haut) et de fluorescence (bas) associées au transport d’arginine et d’histidine par PQLC2.

Ces mesures sont réalisées aux valeurs de potentiel de membrane -40 mV et -100 mV. B) Schéma du montage

utilisé pour réaliser les enregistrements. C) Schéma d’interprétation des résultats.
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2. La dépendance au potentiel de PQLC2
est inhabituelle aux potentiels positifs

2.1. Mise en évidence du phénomenede «courant
paradoxal »

PQLC2 est électrogénique et n’est pas couplé au transport de protons. Il doit donc étre fortement
influencé par le potentiel de membrane puisqu’il s’agit a priori de la seule force motrice du transport
malgré limposition d’un gradient de deux unités pH dans nos expériences pour mimer
I’environnement lysosomal. Nous avons donc étudié la dépendance au potentiel du transport de

I’arginine sur une gamme allant de +100 mV a -100 mV.

Le protocole de sauts de potentiel est décrit dans le chapitre « Méthodes ». Il est appliqué avant
perfusion de I'arginine et au plateau du courant de transport d’arginine a une concentration donnée.
Dans les ovocytes PQLC2, en soustrayant les traces de courants obtenues avant application (courants
endogeénes) aux traces obtenues pendant I'application d’arginine (courants endogénes + courants de
transport d’arginine médié par PQLC2), nous obtenons les courants évoqués par le transport
d’arginine par PQLC2 (figure 27.A). En I'absence d’inhibiteur connu de PQLC2, il s’agit de la seule
méthode disponible pour isoler le courant porté par PQLC2 des courants endogénes. L'application de
ce protocole sur des ceufs injectés par de I'eau au lieu de ’ARNc de PQLC2-LL/AA-EGFP montre que

les courants endogénes sont insensibles a I'arginine quelle que soit la concentration utilisée.

En ringant I’arginine et en s’assurant du retour a la stabilité électrique de I'ovocyte, on peut tester
une nouvelle concentration d’arginine. Ce protocole est appliqué sur un méme ovocyte pour une
gamme de concentrations contenant 0.25 mM, 0.5 mM, 1 mM, 2 mM, 5 mM et 10 mM d’arginine.
Les courbes représentants le courant de transport évoqué par I'arginine (soustractions des signaux
avant application d’arginine aux signaux pendant application d’arginine) en fonction du potentiel

(courbes I-V) sont présentées en figure 27.B.
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Figure 27 : Méthode de détermination des courants de transport de PQLC2 évoqués par
I’'arginine, et mise en évidence du « courant paradoxal ».
A) Méthode de détermination des courants évoqués (b-a). B) Relation courant-potentiel (I-V) pour une gamme

de concentrations d’arginine perfusée sur des ovocytes mocks (gauche) ou exprimant PQLC2 (droite). C)
Courbes |-V des courants de transport d’Arg 10 mM de 6 ovocytes PQLC2 provenant de 5 lots différents. Un
courant paradoxal (fleches noires en B et C) apparait aux potentiels positifs.

La dépendance au potentiel de PQLC2 est forte. Comme le suggere mes premiers résultats sur le
couplage ionique de PQLC2, si PQLC2 est un uniporteur, la charge électrique de ce courant est
uniqguement portée par I'arginine transportée par PQLC2. Comme [|'arginine est chargée
positivement, le courant entrant de charges positives génére, par convention, un courant négatif.
L’existence d’un fort courant aux potentiels positifs est inattendue car, si PQLC2 est un uniporteur, le
flux net d’arginine dépend uniquement du gradient de CAA et du potentiel de membrane. Un
potentiel de +100 mV devrait donc étre capable de stopper ou réduire trés fortement le flux entrant
d’arginine. Par exemple, si la concentration cumulée de CAA endogénes est de 1 mM dans 'ovocyte
(Taylor et al., 1996) (Bravo and Allende, 1976), le transport médié par PQLC2 en présence de 10mM
d’arginine externe doit s’équilibrer, donc s’annuler, vers +60 mV d’apres la loi de Nernst. Ce courant
entrant qui semble défier le mécanisme d’uniport déduit de nos mesures de flux sera appelé

« courant paradoxal » par la suite.

Le transport endogéne de I'arginine par I'ovocyte dans ces différentes conditions est inexistant ou
électriquement neutre. Le courant de transport de l'arginine est donc spécifique de PQLC2.

L'amplitude du courant paradoxal apparait aux potentiels positifs et croit plus la concentration
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d’arginine est élevée (figure 27.B). Elle est également variable pour une méme condition (figure
27.C).

Ce courant paradoxal peut avoir de multiples origines comme par exemple un courant de fuite a
travers PQLC2 lors des étapes de transconformation de la protéine liée a I'arginine (Chaudhry et al.,
2002). Il est d’ailleurs possible que ce courant soit également présent aux potentiels négatifs, mais
mélangé avec le courant de transport de I'arginine. Nous avons donc défini un protocole permettant

d’élucider la provenance de ce courant.

2.2. Le courant paradoxal dépend de [« histoire» de
I'ovocyte

Dans nos protocoles initiaux, nous utilisions souvent une application préliminaire de substrat pour
évaluer la qualité de I'ovocyte PQLC2 avant de démarrer I'expérience. Une propriété importante du
courant paradoxal a été révélée quand nous avons décidé d’utiliser des ovocytes sans exposition
préalable aux CAA (ovocytes « naifs ») et lorsque nous avons enregistré leur réponse a des
applications successives de substrat. Le protocole dédié a ce probléeme consiste a perfuser
successivement trois applications d’arginine a concentration saturante (20 mM) et d’appliquer,

comme précédemment, le protocole de saut de potentiel avant et pendant chaque application.

Je vais tout d’abord décrire les résultats obtenus suite a la premiére application d’arginine sur un

ovocyte naif et au retour dans le milieu de référence apres lavage de I'arginine (figure 28).

Les traces brutes (raw traces) correspondent aux courants réels enregistrés lors de I'application du
protocole de sauts de potentiel dans les conditions pré-application (figure 28, #1, ovocyte « naif »),
pendant l'application d’arginine 20 mM (#2) et apres cette application (#3, aprés lavage de
I'arginine). Les courants évoqués (evoked traces) correspondent aux courants des traces brutes des
différentes conditions auxquelles les courants endogenes (#1) ont été soustraits (# - 1). Le protocole
est démarré une fois la stabilité électrique de I'ovocyte obtenue. A ce stade de I'expérience, si aucun
changement de solution n’est effectué et si 'ovocyte est stable, la soustraction des courants

enregistrés a différents temps (1 - 0) est nulle.

En présence d’arginine 20 mM dans le milieu (#2), un courant négatif fortement dépendant du
potentiel et spécifique de PQLC2 est enregistré. Dans ces conditions d’ovocyte naif, a potentiel tres
positif, le courant de transport est totalement stoppé par la dépolarisation de I'ovocyte a un
potentiel > +80 mV. Cette fois-ci, ce comportement est en accord avec le mode de transport de type

uniport. Le courant paradoxal n’est donc pas présent aux potentiels positifs.
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Figure 28 : La dépendance au potentiel du transport d’arginine par PQLC2 sur un ovocyte
naif est dépourvue du courant paradoxal et ce transport induit I’apparition d’un courant
sortant lorsque I’arginine externe est lavée.
A) Protocole de perfusion et de sauts de potentiel. Les chiffres indiqués par le sigle « #» sur la frise

chronologique représente les instants ol sont réalisés les sauts de potentiel montrés en B. B) Haut : Traces
brutes (raw traces) de courants enregistrés lors de la réalisation des sauts de potentiels avant (gauche),
pendant (milieu) et aprés (droite) la perfusion d’arginine 20 mM. Bas : Traces de courants évoqués (evoked

traces) par I'arginine obtenues par soustraction des courants endogeénes. C) Courbe I-V des courants de
transport d’arginine par PQLC2. D) Courbe |-V des courants sortants démasqués suite au lavage de I'arginine

externe. E) Relation entre 'amplitude du courant entrant du transport d’arginine et I'amplitude du courant

sortant suite au lavage de I’arginine externe. Chaque point représente un ovocyte.

Lorsque l'arginine est lavée (#3), les courants enregistrés different des courants endogenes de
'ovocyte (3 - 1). En effet, des courants positifs d’amplitude croissante avec le potentiel
s’additionnent aux courants endogenes. Ce courant sortant, détecté apres lavage de I'Arg, pourrait
correspondre a l'efflux actif de I’Arg accumulée pendant I'application. Cela suggére que nos
conditions expérimentales saturent la capacité de I'ovocyte a métaboliser I'Arg exogene

(« vidange métabolique »). Deux données additionnelles corroborent cette interprétation :
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1) Le courant d’efflux dans le milieu apres lavage de I'arginine (3 - 1) est proportionnel au courant
d’influx pendant I'application d’arginine (2 - 1) (figure 28.E). L’amplitude du courant sortant observé
aprés lavage est ainsi directement lié au niveau d’expression de PQLC2, et donc a la quantité
d’arginine qui entre lors de cette premiére application. Cette donnée est en accord (mais ne

démontre pas) avec I’hypothése d’un efflux médié par PQLC2.

2) Entre les sauts de potentiel, en présence d’arginine, le potentiel de membrane est imposé a -20
mV. Si on considére que la quantité d’arginine transportée dans |'ovocyte pendant la premiere
application n’est pas métabolisée par I'ovocyte, un simple calcul prenant en compte I'amplitude du
courant arginine mesuré a ce potentiel (larg (Arg-evoked); 200 nA), le temps d’application du
substrat (Ts ; 300 s), la constante de Faraday (F ; 96 485 C/mol) le rapport charge-substrat de PQLC2
(Rcs; +1), et le volume de l'ovocyte (Vo ; 0.5 pL) permet d’estimer la concentration associée au

remplissage en arginine de I'ovocyte [Ro] lors de I application d’arginine :
[Ro]=(larg-Ts/F)/(Rcs-Vo)=1mM

Cette concentration d’arginine (1 mM) génére un courant entrant d’une centaine de nanoampéres
lorsqu’elle est appliquée dans le bain de I'ovocyte a potentiel négatif (figure 28.B), soit un courant

comparable au courant sortant que nous observons dans la condition #3.

L’historique de I'ovocyte est donc un élément important dans I'apparition du courant paradoxal. Un
ovocyte naif ne présente pas ce courant lors d’'une premiére application d’arginine. Cette premiere
application n’est pas neutre puisqu’elle est a I'origine d’un courant sortant observé lors du lavage de
I'arginine du milieu. Cet efflux peux correspondre a de I'arginine accumulée dans I'ovocyte, lors du
transport d’arginine externe par PQLC2, qui est exporté en retour hors de I'ovocyte par PQLC2

lorsque I'arginine externe est lavée.

2.3. Le courant paradoxal est un artefact de soustraction dii
a la suppression du courant d’efflux par 'arginine externe

Aprées lavage de I'arginine de la premiére application, on poursuit le méme protocole en appliquant
une deuxieme application d’arginine a 20 mM. L’application est finalement répétée une troisieme
fois (figure 29).

Les courants de transport bruts (#4) de I'arginine par PQLC2 lors de cette seconde application sont
identiques a ceux enregistrés lors de la premiére application (#2). PQLC2 est a nouveau fortement
influencé par le potentiel et son activité est entierement bloquée par les potentiels tres positifs. Le
lavage de cette seconde application d’arginine (#5) fait réapparaitre les courants sortants enregistrés
préalablement suite au lavage de la premiére application d’arginine (#3). Leurs amplitudes sont

méme légérement augmentées.
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Figure 29: Résultats du protocole de trois applications successives d’arginine sur un

ovocyte naif exprimant PQLC2.

A) Schéma du protocole d’application d’arginine 20 mM. B) Traces brutes (haut) et traces évoquées (bas) des
courants enregistrés pour chaque protocole de sauts de potentiel appliqués durant le déroulement de
I’'expérience. C) Courbes |-V représentatives obtenues sur un ovocyte. Gauche et droite : Courbes I-V des
courants évoqués lors des trois applications d’arginine. Les courbes |-V de gauche utilisent comme références
les sauts de potentiel enregistrés dans le milieu précédent I'application d’arginine. Les courbes I-V de droite
utilisent comme référence unique les sauts de potentiels enregistrés en tout début d’expérience sur un ovocyte
naif. Les courbes I-V du milieu représentent le courant sortant apparaissant suite au lavage de chaque
application d’arginine. La référence unique utilisée pour ces courants correspond aux sauts de potentiel

enregistrés en tout début d’expérience sur un ovocyte naif. D) Courbes |-V moyennées obtenues sur un

ensemble de 7 ovocytes.
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Par contre, une différence importante apparait lorsque les courants mesurés dans le milieu avant la
seconde application d’arginine (#3) sont soustraits des courants enregistrés pendant I'application
(#4) afin d’isoler les courants portés par PQLC2 (4 - 3). Cette fois ci, le courant paradoxal apparait aux
potentiels positifs (figure 29.C et 29.D). En utilisant cette méme procédure, on observe que le
courant paradoxal perdure lors de la troisieme application d’arginine, alors méme que les traces
brutes de courants enregistrées pendant cette troisieme application sont identiques a celles de Ila
premiere application. Ainsi, les courants bruts enregistrés durant ces 3 applications sont identiques
(comparer les traces bruts #2, #4 et #6). Le seul phénomene qui permet de différencier les courants
de transport de PQLC2 évoqués par l'arginine lors de la premiére application des deux suivantes est

donc I'apparition du courant sortant suite a la premiére application d’arginine.

L'emploi de la procédure classiquement utilisée pour extraire les courants de transport évoqués par
le substrat ne semble donc pas étre applicable a la lettre dans notre situation. La premiére
application est a I'origine du remplissage de 'ovocyte en arginine qui est alors exportée de maniere
électrogénique lors du retour dans le milieu de référence. Les courants enregistrés par la suite dans
le milieu de référence seront donc la somme des courants endogenes de I'ovocyte et de ce courant
d’efflux probablement médié par PQCL2. lls ne peuvent donc pas étre utilisés comme référence pour
estimer le courant évoqué de transport de I'arginine lors de la deuxieme et troisieme application
d’arginine. Leur utilisation en tant que tel est ainsi liée, au moins en partie, a I'origine du courant

paradoxal.

En utilisant les ovocytes naifs (#1) comme référence a soustraire, on isole donc le courant réellement
porté par PQLC2 en présence d’arginine. Un point étonnant a ce stade est la disparition du courant
d’efflux en présence de 20 mM d’arginine externe, malgré la présence d’une concentration
substantielle d’arginine interne lors de cette seconde application ou de I'application suivante. Cet
efflux devrait se matérialiser par des courants positifs aux potentiels positifs. Nous reviendrons

amplement sur ce phénomene par la suite.
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3. Le courant d’efflux d’acides amin€és
cationiques internes est rendu
silencieux par l'arginine externe, mais
pas par la lysine

Afin de comparer la dépendance au potentiel du transport des substrats de PQLC2, nous avons
entrepris d’étudier celles de I'histidine et de la lysine. L’étude de I'histidine n’a pas pu aboutir car son
transport dans I'ovocyte affecte les conductances endogénes. Cet effet est probablement di a
I"acidification du cytoplasme lors de la déprotonation de I'histidine suite a son transport dans
I’ovocyte. Son étude a été rendue possible ultérieurement par I'approche du patch-clamp sur cellules

HEK qui est présentée dans une autre section.

3.1. Etude de la dépendance au potentiel du transport de
lysine

Pour répondre a cette question, le protocole de sauts de potentiel a été réalisé avec 2 applications
successives de lysine, suivies d’une application d’arginine a concentrations saturantes (20mM) (figure
30.A).

Comme pour l'arginine, I'application de lysine 20 mM sur des ovocytes injectés par de I'eau au lieu
de 'ARNc de PQLC2-LL/AA-EGFP n’évoque aucun courant (données non présentées). Le courant de

transport de lysine mesuré sur des ceufs PQLC2 est donc spécifique de PQLC2.

L'application de lysine sur des ceufs PQLC2 génere de forts courants entrants a potentiel négatif,
similaire a ceux observés pour I'arginine (figure 30.B, #2). Cependant, un courant sortant apparait
aux potentiels positifs. Ce comportement est attendu dans le cas d’un uniporteur électrogénique,
dont le flux net de transport ne dépend que du gradient électrochimique, et, par conséquent, si la
lysine s’accumule a l'intérieur de I'ovocyte. Or, en effet, comme pour les expériences de perfusion
d’arginine, la « vidange métabolique » de la lysine exogéne de I'ovocyte semble rapidement saturée
(cf ci-dessous). Selon I'estimation obtenue en intégrant le courant entrant au potentiel de maintien (-
20 mV), la quantité de Lys accumulée dans I'ovocyte atteindrait une concentration proche du

millimolaire (2.5 mM pour cette expérience).

Lorsque la lysine est lavée (#3), les courants de transport observés aux potentiels négatifs retrouvent

des valeurs proches de celles des courants endogénes. En revanche aux potentiels positifs, le courant
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Figure 30 : Résultats du protocole d’application de la Lysine sur un ovocyte naif exprimant
PQLC2.

A) Schéma du protocole d’application des CAA. Deux applications successives de Lysine & 20 mM sont réalisées
sur un ovocyte naif suivi d’une application d’arginine 3 20 mM. B) Traces brutes (haut) et traces évoquées (bas)
des courants enregistrés pour chaque protocole de sauts de potentiel appliqués durant le déroulement de
I’'expérience. C) Courbes |-V représentatives obtenues sur un ovocyte. Gauche et droite : Courbes I-V des
courants évoqués lors des trois applications de CAA. Les courbes |-V de gauche utilisent comme références les
sauts de potentiel enregistrés dans le milieu précédent I'application d’un CAA. Les courbes |-V de droite
utilisent comme référence unique les sauts de potentiels enregistrés en tout début d’expérience sur un ovocyte
naif. Les courbes I-V du milieu représentent le courant sortant apparaissant suite au lavage de chaque CAA. La
référence unique utilisée pour ces courants correspond aux sauts de potentiel enregistrés en tout début

d’expérience sur un ovocyte naif. D) Courbes I-V moyennées obtenues sur un ensemble de 5 ovocytes.
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sortant perdure. Comme le potentiel imposé entre les sauts de potentiel est de -20 mV, I'efflux de
lysine a travers PQLC2 est faible, il n’est donc pas étonnant de voir ce courant perdurer car la
concentration interne en lysine doit tres peu changer. Lors des sauts de potentiel, le courant sortant

de lysine enregistré aux potentiels positifs sera donc tres peu modifié.

La deuxieme application de lysine donne des courants identiques aux courants enregistrés lors de la

premiere application, c'est-a-dire sans perte des courants sortants (#4).

L'amplitude du courant sortant déterminée suite au lavage de la deuxiéme application de lysine (#5)
est, comme avec |’arginine, a nouveau légerement plus élevée que celle enregistrée lors du lavage de
la premiére application (#3). C’est ce qui est attendu si on considéere que I'accumulation de Lys de la

deuxieme application a augmenté la concentration interne de I'ovocyte en Lys.

Par contre, a la fin de I'expérience, I'application d’arginine 20 mM dans le milieu (#6) supprime le
courant d’efflux de lysine. L’arginine externe semble donc bloquer le courant d’efflux quelle que soit

la nature du CAA impliqué.

Deux types d’hypothéses peuvent étre invoquées pour expliquer la suppression du courant d’efflux
par I'arginine 20 mM externe :
1) I'arginine inhibe PQLC2. Par exemple, en exercant un contrble allostérique qui fonctionnerait
seulement a potentiel positif ;
2) I'arginine supprime le courant sortant, mais pas I'efflux de CAA interne qui se poursuivrait sous
une forme d’échange CAA./Arg.. électroneutre, donc indétectable en TEVC. Je reviendrai plus loin

sur cette seconde hypothese.

Afin de ne pas trancher trop tét entre ces deux scénarios, je décrirai par la suite I'effet de I'arginine
externe en disant qu’elle rend I'efflux de CAA « silencieux », quel que soit le mécanisme mis en jeu

(inhibition de PQLC2 ou « neutralisation » sans blocage de I'efflux).

Notons qu’en présence d’arginine dans le milieu externe (#6), 'amplitude des courants entrants
observés aux potentiels négatifs (6 - 1) est presque deux fois plus faible que celles observées en
présence de lysine (4 — 1 et 2 — 1). Je reviendrai plus en détail sur ce dernier aspect dans une

expérience qui lui sera dédiée (cf Section 7).

3.2. La mise sous silence de l'efflux dépend exclusivement de
I'arginine externe

En plus des séquences d’application en substrat Arg-Arg-Arg (RRR, figure 29) et Lys-lys-Arg (KKR,
figure 30), nous avons testés les séquences KRK et RKR (figure 31) afin de s’assurer que l'effet de
mise sous silence de l'efflux des CAA par I'Arg externe n’est pas dépendant de la séquence

d’application de ces CAA.

73



@ AA-evoked

(means of 4 oocytes)

-80 -40

Arg loading-evoked
(efflux, 4 oocytes)

I (normalized
to 1st app. -80 mV)

AA-evoked
(rel. to #1, 4 oocytes)

V (mV)

0.2
- B8 s —e— st Lys (3-1) 024 1stLys (2-1)
F —&— Arg(4-3) —&— Arg(5-1) e— Arg (4-1)
41 o 2nd Lys (65) —&— 2nd Lys (7-1) gA— 2ndLys (&-1)
=~ =1 T T T T 1 =
F | (normalized 0.1 J) 48 &0 | (normalized

V (mV)

to 1st app. -80 mV)

@ AA-evoked

(means of 4 oocytes)

to 1st app. -80 mV)

AA-evoked
(rel. to #1, 4 oocytes)

Arg loading-evoked

(efflux, 4 oocytes)

| (normalized

to 1st app. -80 mV) 80 -40 O
| N I T ——

40 80

P P P L L) 03 Vi (i)

0.2

s Arg (2-1)

o —8— Lys (4-1)

-05
—e— 1st Arg (2-1)
L —8— Lys (4-3)

—8— st Arg (3-1)
—0— Lys (5-1)

0.1

L 6‘-— 2nd Arg (6-5) —d— 2nd Arg (7-1) L4 O—A-— 2nd Arg (6-1)
L -40 40 80 L
| (normalized 01 | (normalized

V (mV)

Figure 31 : Evaluation de I'importance de I'ordre des applications des substrats sur I'effet

to 1st app. -80 mV) to 1st app. -80 mV)
de mise sous silence de I'efflux lors du protocole de trois applications successives de CAA

sur un ovocyte naif.

En haut: la séquence d’application des substrats est Lys-Arg-Lys. En Bas: la séquence d’application des
substrats est Arg-Lys-Arg. A gauche : Courbes I-V moyennées utilisant comme références les sauts de potentiel
enregistrés dans le milieu précédent I'application des CAA. A droite : Courbes |-V moyennées utilisant comme
référence unique les sauts de potentiels enregistrés en tout début d’expérience sur un ovocyte naif. Les
courbes I-V du milieu représentent le courant sortant apparaissant suite au lavage de chaque application de
CAA. La référence unique utilisée pour ces courants correspond aux sauts de potentiel enregistrés en tout
début d’expérience sur un ovocyte naif.

Les courbes |-V de gauche de la figure 31, utilisant le systéme de référence « classique », ne seront
pas détaillées dans cette expérience. Mais elles sont montrées afin d’étre comparées par la suite aux

résultats obtenus sur le systéme de patch clamp.

Le comportement des courbes |-V pour I'arginine et pour la lysine ont les mémes caractéristiques
gu’observées précédemment indépendamment de la séquence de perfusion en Arg ou Lys.
L'application d’Arg ou de Lys est toujours associée a la genése d’un efflux aux potentiels positifs suite
a leur lavage. L'amplitude de cet efflux augmente avec le nombre d’applications de substrat
indépendamment de la nature du celui-ci (on notera quand méme que I'efflux suite a la perfusion

d’arginine, comparé a la lysine, semble de plus faible amplitude). Les courants de transport évoqués
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par la lysine comprennent toujours une composante sortante aux potentiels positifs. Ceux de
I’arginine sont toujours nuls voir légerement entrant a ces potentiels et ce malgré la présence d’un
efflux de CAA avant sa perfusion. L'effet de mise sous silence de I'efflux dépend donc exclusivement

de l'arginine externe.

Notons que, dans le cas de la séquence RKR, la présence d’un léger courant paradoxal lors de la
premiere application d’arginine (courbe noire). Comme je vais le présenter dans la section suivante,
cela est probablement lié au fait que le niveau des CAA endogénes n’est pas négligeable dans
certaines préparations d’ovocytes. Par conséquent, la ligne de base d’un ovocyte naif peut déja
contenir un petit efflux de CAA endogene, qui est mis sous silence lors de la premiere application

d’Arg et qui génere donc un petit courant paradoxal.

Le courant de transport évoqué par la lysine présente toujours un efflux en premiéere application.
Dans notre systéme de TEVC, il est donc difficile voire impossible d’étudier précisément la
dépendance au potentiel de I'arginine ou de la lysine dans des conditions zéro-trans (pas de substrats
pour PQLC2 dans le cytoplasme). Nous avons donc entrepris d’analyser ces parameétres dans un autre
systéme d’expression qui permet le contréle du compartiment intracellulaire. La méthode de patch
clamp en configuration cellule entiére a été retenue car elle répond a cette exigence. Cette approche
a été appliquée a des cellules HEK293T car elles permettent un bon niveau d’expression du
transporteur. L'utilisation de cette approche permettra également de tester si la différence du
comportement de transport de I'arginine et de la lysine est un phénomene intrinséque a PQLC2 ou

un artefact lié a I'ovocyte.
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4, Mise _en évidence d'un  courant
paradoxal induit par les acides aminés
cationiques endogenes

Pour plusieurs préparations d’ovocytes (c’est le cas en particulier de ceux utilisés dans la séquence
d’application RKR de I'’étude précédente, figure 31), on observe |'apparition du courant paradoxal en
perfusant de I'Arg saturante alors méme qu’aucun CAA n’a été préalablement perfusé dans le bain
(ceufs naifs). Cette amplitude est variable au sein d’'un méme lot d’ovocyte. Elle I'est également d’un

lot d’ovocytes a I'autre (figure 32.A).

Plusieurs études qui se sont intéressées au contenu en acides aminés des ovocytes de Xénopes
obtiennent des valeurs de concentration en CAA de I'ordre du millimolaire (Bravo and Allende, 1976)
(Taylor et al., 1996). Comme le fond génétique des Xénopes est variable (a la différence par exemple
des lignées consanguines de souris), il parait normal d’observer des variations de concentration

interne en CAA entre différents animaux.

V(mV) V (mv)
-100 -50 0 50 100 -100 -50 0 50 100
L | I 1 i ; | 1
-0,10 2
' g $ _%00 l $ $ g b4
*
- * g
' _0"50 " patch #l,n=d : ‘ . + control
*
. * batch #2,n=5 ; $ s 700 4 & pre-incubation in pHS
-0,90 : buffer
* *
H larg-evoked 20 mM ¢ Iarg-evoked
-1,30 - (normalized at -80 mV) -1200 - 20 mM (nA)

Figure 32 : analyse de I'effet des acides aminés cationiques endogénes sur I'amplitude du
courant pradoxal.
A) Courbes I-V du courant de transport d’arginine 20 mM d’ovocytes PQLC2 naifs provenant de deux Xénopes

différents. B) Courbes I-V du courant de transport d’arginine 20 mM de deux groupes d’ovocytes PQLC2 naifs
du méme lot. Avant d’appliquer I'arginine externe, un groupe d’ovocytes a été pré-incubé dans un milieu a pH
5.0 pendant 45 minutes (rouge) afin de favoriser I'efflux des CAA endogénes. Un groupe sert de témoin (noir).
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Comme PQLC2 est réversible et activé a pH acide, nous avons testé I’hypothése qu’une pré-
incubation d’un ovocyte PQLC2 naif dans un milieu salin a pH5.00 vidange son contenu en CAA et
ainsi réduise I'amplitude du courant paradoxal observée avec I'arginine en TEVC (figure 32.B). La
préincubation d’ovocytes dans un milieu a pH5.0 au minimum une demi-heure avant leur utilisation
permet effectivement de diminuer lI'apparition et I'amplitude des courants paradoxaux. Cette

procédure permet ainsi de diminuer la variabilité des résultats sur une méme expérience.

Cette procédure a donc été utilisée systématiquement dans le reste des expériences réalisées en

TEVC sur ovocytes de Xénope.
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5. Etude de la dépendance au potentiel de
PQLC2 par la méthode de patch clamp
sur cellules HEK293T

5.1. Les dépendances au potentiel du transport de lysine et
d’arginine sont identiques en condition zéro-trans

Le protocole de patch clamp est détaillé dans la section « Méthodes ».

La premiéere condition testée correspond a une situation ou la pipette de patch ne contient ni lysine,
ni arginine (condition zéro-trans ; figure 33). Le milieu qui baigne la cellule patchée est perfusé
successivement par de l'arginine et de la lysine a 20mM. Le protocole de rampe de potentiels est
appliqgué a des cellules qui expriment PQLC2 a la membrane plasmique et a des cellules non

transfectées (60-70% de taux de transfection) présentes dans la méme boite de culture (figure 33.A).

La procédure pour extraire les courants évoqués par I'application d’un CAA consiste a enregistrer les
courants d’'une rampe de potentiels réalisée dans le milieu de référence précédent I'application du
CAA, puis a enregistrer les courants d’une rampe de potentiels réalisée en présence du CAA. Il suffit
alors de soustraire les courants de pré-application (endogénes) aux courants obtenus pendant
I"application du CAA pour obtenir les courants évoqués par celui-ci. A la différence de I'approche
TEVC sur ovocyte, on impose ici le contenu intracellulaire de la cellule par la diffusion du contenu
intra-pipette qui possede un volume considérablement plus grand que celui de la cellule. Il n’y a donc

a priori pas d’effet d’accumulation du substrat transporté par PQLC2 dans la cellule.

Comme pour les ovocytes, le transport endogene de I'arginine et de la lysine des cellules HEK293T
est électroneutre, ou trés inférieur a celui porté par la protéine PQLC2 recombinante (comparer les
traces de courant et les courbes I-V figure 33). Le courant observé sur des cellules PQLC2 perfusées
avec de la lysine ou de l'arginine est donc exclusivement di au transport médié par PQLC2. Ce
courant atteint plusieurs centaines de picoampeéres aux potentiels négatifs pour les deux substrats. Il

est donc facilement mesurable.
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Figure 33: Mesure de de la dépendance au potentiel des courants de transport de
I'arginine et de la lysine médié par PQLC2 dans des cellules HEK293T par la technique de
patch clamp.

A) Image d’une cellule HEK293T exprimant PQLC2-LL/AA-EGFP (en haut a gauche) a la membrane plasmique, et

d’une cellule servant de témoin négatif (en bas a droite). B) Courants enregistrés lors de la réalisation du
protocole automatisé alliant la perfusion successive d’arginine 20 mM et de lysine 20 mM, et la réalisation de
plusieurs rampes de potentiels. Le protocole est appliqué sur une cellule exprimant PQLC2 (haut) et sur une
cellule servant de témoin négatif (bas). Le protocole est détaillé dans le chapitre « Méthodes ». C) Haut :
Courbes |-V des courants évoqués par la perfusion d’arginine (rouge) et lysine (bleu) sur une cellule exprimant
PQLC2. Ces courbes correspondent aux traces de courants présentés en B. Milieu : Courbe |-V des courants
moyennés sur 12 cellules. Bas : Courbes I-V des courants d’arginine et de lysine évoqués moyens obtenus sur
un groupe de 6 cellules n’exprimant pas PQLC2.

Ces mesures révelent que les dépendances au potentiel des transports de lysine et d’arginine sont
identiques, et que les amplitudes de courants sont proches. A la différence des courants obtenus sur

ovocyte, le courant de transport de I'arginine est méme légérement supérieur a celui de la lysine.

De plus, le courant de lysine ne présente pas de courant d’efflux aux potentiels positifs. De méme, a

la différence des expériences sur ovocyte, une seconde application d’arginine ne contient pas de
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courant paradoxal (résultats non présentés). Comme il n'y pas de CAA dans la pipette, ces résultats
confirment que le courant paradoxal est lié a la présence de CAA dans le compartiment

intracellulaire.

Nous avons ensuite étudié 'effet d’un ajout de lysine ou d’arginine dans le milieu interne des cellules

en utilisant des pipettes contenant 20mM de lysine ou d’arginine.

5.2. L'ajout d’acides aminés cationiques dans le
compartiment cytosolique reproduit les résultats obtenus
sur ovocytes de Xénopes

Les résultats de patch clamp sur cellules HEK en configuration cellule entiére obtenus en utilisant des
pipettes contenant 20 mM de lysine ou d’arginine et sur lesquelles sont perfusées de I'arginine ou de

la lysine a 20 mM sont présentées dans la figure 34.

L'application de lysine ou d’arginine exogéne ne génére aucun courant sur des cellules HEK non

transfectées, quel que soit le contenu en lysine ou en arginine du milieu intracellulaire.

L'influx de lysine a travers PQLC2 n’est pas affecté par la présence de CAA interne. En revanche,
comme pour les ovocytes, la présence de CAA dans la pipette induit, aux potentiels positifs, un
courant entrant similaire au courant paradoxal lorsqu’on applique de I'arginine externe a 20 mM. Ce
courant entrant apparait quel que soit le CAA présent dans la pipette. Ces expériences réalisées sur
un nouveau systeme d’expression confirment donc l'effet spécifique de mise sous silence par

I’arginine externe de I'efflux de CAA internes médié par PQLC2.

Nous avons essayé d’étudier le courant d’efflux médié par PQLC2 dans ces conditions. Comme a ce
jour aucun inhibiteur de PQLC2 n’est connu, il nous est impossible d’isoler la référence « zéro-
int/zéro-ext » (correspondant a I'étape #1 de I'ovocyte) pour les cellules HEK. Une tentative faite
pour isoler cette référence a été de comparer les courants de la cellule dans le tampon pH 5.0
(PQLC2 actif) a ceux enregistrés dans le tampon pH 7.4 (PQLC2 inactif). Cependant, I'effet du
changement de pH affecte profondément les courants endogenes enregistrés sur ces cellules (figure
35). Cette astuce n’est donc pas applicable. Une autre possibilité a consisté a comparer I'amplitude
des courants obtenus aux potentiels positifs dans le tampon pH 5.0 de cellules patchées en présence
de lysine ou d’arginine interne, a celles obtenues sur des cellules patchées avec une pipette sans CAA
(figure 36). Malgré la présence de courants positifs de plus grande amplitude aux potentiels positifs
lorsque la pipette contient de la lysine, il est trés difficile d’estimer les courants d’efflux car les
courants enregistrés dans différentes cellules pour une méme condition varient beaucoup. Cela
vient probablement du fait que la taille et le niveau d’expression des cellules HEK293T sont tres
hétérogenes. Cette approche ne permet donc pas d’extraire proprement les courants d’efflux de

lysine.
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Figure 34 : Etude de l'effet de la lysine ou de I'arginine interne sur la dépendance au
potentiel des courants de transport d’arginine et de lysine externes.

Expériences en présence de lysine 20 mM (panneau supérieur) ou d’arginine 20 mM (panneau inférieur) dans
la pipette de patch. A) Courants de transport de lysine et d’arginine enregistrés sur une cellule exprimant
PQLC2 (gauche) et une cellule non transfectée (droite). B) Gauche : Courbes I-V des courants évoqués par
I'arginine 20 mM (rouge) et la lysine 20 mM (bleue) obtenues a partir des traces de courant présentées en A
sur une cellule PQLC2. Droite : Courbes I-V des courants évoqués d’arginine et de lysine moyennés. C) Gauche :
Courbes |-V des courants évoqués par I'arginine 20 mM (rouge) et lysine 20 mM (bleue) obtenues d’aprés les

traces de courant présentées en A sur une cellule non transfectée. Droite : Courbes I-V des courants évoqués

d’arginine et de lysine moyennés.

81



pH-evoked IV
PQLC2, noAA in the pipette, n=8

pH-evoked IV
mock, noAA in the pipette, n=3
V (mvV)
-100 - 00
-200

-200

-400 -400 A \
-600 -600 \‘.

\
-800 = -800 —
z 1%
-1000 - 1000 -

pH-evoked IV pH-evoked IV
PQLC2, Lys in the pipette, n=4 PQLC2, Arg in the pipette, n=5

V (mvV)

-100 - 100
-200

-400
-600 -600
-800 3 -800 =
2 K \
-1000 - -1000 -

Figure 35 : Effet de l'alcalinisation du milieu externe sur les courants membranaires des

cellules HEK exprimant ou non PQLC2.

Courbes I-V des courants membranaires évoqués par la perfusion d’un milieu a pH 7.4 a partir d’un milieu a pH
5.0. Chaque trace représente une cellule. Haut : pas de CAA dans la pipette de patch. Gauche : cellules non
transfectées (témoins négatif) ; Droite : cellules PQLC2. Bas : cellules PQLC2 avec CAA dans la pipette. Gauche :

Lys 20 mM dans la pipette ; Droite : Arg 20 mM dans la pipette.
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Figure 36 : Courbes I-V des courants enregistrés sur des cellules HEK PQLC2 en absence ou

en présence de lysine 20 mM dans la pipette de patch.

Chaque trace représente une cellule.




5.3. La mise sous silence de lefflux d’acides aminés
cationiques internes est propre a l'arginine externe : étude
de la dépendance au potentiel de ’histidine

Le transport d’histidine par PQLC2 dans les ovocytes de Xénopes génere une modification des
courants endogenes de la membrane de I'ovocyte. Cet effet est probablement di a une acidification
du cytoplasme de I'ovocyte pendant I'application. Nous avons donc testé le transport de |'histidine
par l'approche du patch clamp sur cellules HEK car la diffusion du tampon du milieu intrapipette

devrait limiter ce phénomeéne.

Dans nos conditions, le transport endogéne d’histidine par les cellules HEK est électroneutre ou
négligeable (figure 37, panneau supérieur). Son transport par PQLC2 n’affecte pas les courants
endogenes de la cellule, probablement en raison de la forte concentration du tampon interne. Cette
configuration permet donc d’étudier la dépendance au potentiel du transport de I’histidine médié
par PQLC2.

Lorsqu’aucun CAA n’est présent dans la pipette (figure 37, panneau supérieur), la dépendance au
potentiel du courant de transport de I'histidine est proche de celle de I'arginine. L'amplitude des
courants de transport d’histidine est méme légérement supérieure a ceux de I'arginine. Lorsqu’on
ajoute 20 mM de lysine dans la pipette (figure 37, panneau inférieur), le courant paradoxal
n’apparait pas en présence d’histidine dans le milieu. Le transport d’histidine suit donc le méme
comportement que celui de la lysine aux potentiels positifs. L'effet de mise sous silence par le CAA en

trans est donc spécifique a I'arginine.
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Figure 37 : Etude de la dépendance au potentiel du courant porté par I'histidine et de son
interaction avec la lysine présente dans le compartiment intracellulaire.

Expériences sans CAA (panneau supérieur) ou en présence de Lysine 20 mM (panneau inférieur) dans la pipette
de patch. A) Courants de transport d‘arginine et d’histidine enregistrés sur une cellule exprimant PQLC2
(gauche) et une cellule non transfectée (droite). B) Gauche : Courbes I-V des courants évoqués d’arginine 20
mM (rouge) et histidine 20 mM (vert) obtenues a partir des traces de courant présentées en A sur une cellule
PQLC2. Droite : Courbes I-V des courants évoqués d’arginine et d’histidine moyennés. C) Gauche : Courbes I-V
des courants évoqués d’arginine 20 mM (rouge) et histidine 20 mM (vert) obtenues d’apres les traces de

courant présentées en A sur une cellule non transfectée. Droite : Courbes |-V des courants évoqués d’arginine
et d’histidine moyennés.
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6. Etude du couplage ionique de PQLC2 :
approche thermodynamique par mesure
du potentiel d’inversion

Le mécanisme d’uniport était une conclusion provisoire (la plus simple) de la premiere étude du
couplage ionique de PQLC2 (Section 1 de ce chapitre). Il nous a semblé nécessaire de s’en assurer
avant d’étudier de maniere approfondie le mécanisme responsable de |'effet de mise sous silence de
I'efflux interne de CAA par l'arginine externe. L'analyse du mécanisme de transport de PQLC2 par
expression dans des ovocytes de Xénope combine la possibilité d’enregistrer les courants endogéenes
de I'ovocyte (ovocyte PQLC2 naif) et celle de faire varier la concentration cytosolique en CAA au
cours de la méme expérience. Cette combinaison rend possible I'étude fine du couplage ionique de

PQLC2 par la méthode des potentiels d’inversions.

6.1. Méthode de détermination du couplage ionique par
I’étude des potentiels d’inversion

Si deux compartiments contiennent le(s) substrat(s)/ion(s) spécifique(s) d’un transporteur
électrogénique donné et si la membrane qui sépare ces deux compartiments posséde ce
transporteur, alors il existe un potentiel ou le nombre de transporteurs qui réalisent un cycle d’efflux
égale le nombre de ceux qui réalisent un cycle d’influx. Le courant mesuré est alors nul. Le potentiel

auquel cet équilibre se produit est le potentiel d’inversion.

Le flux net de molécules a travers un uniporteur est déterminé par le potentiel électrochimique
transmembranaire (AW™) qui est la somme du potentiel électrique (AW) et du potentiel chimique

(AG). Pour une molécule X, le potentiel électrochimique est donc égal a :

A/u~x= ZeF-Em + R'T'In([x]in/[x]out) ( 1)

Zy est la valence de X, F est la constante de Faraday, Em est le potentiel de membrane, R est la

constante d’Avogadro, T est la température en Kelvin.

A I'équilibre, lorsque A’y = 0, cette équation peut étre réduite a I'équation de Nernst. Le potentiel

de membrane correspondant, c'est-a-dire le potentiel d’inversion (E;,,) vaut donc :
Einv = - R-T/(zF) - In([X]in/ [X]out) (2)

De cette derniére équation, on peut déduire que lorsque [X]in ou [X]ou: est modifié, le potentiel

d’inversion I'est également d’un facteur proportionnel a [-R-T/(z,-F)] dans une représentation semi-

logarithmique .
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Si la stcechiométrie du transport est plus complexe (couplage ionique avec un ion Y) I’équation (2)
prend alors également en compte la concentration interne et externe de Y ainsi que sa charge
électrique. La valence z, est ainsi remplacée par la charge nette portée (zx + zy) dans un cycle de

transport et I'équation (2) devient alors :
Einv =- R'T/((ZX"'ZV) F)ln( ([X]m[Y]ln) / ([X]ou'[Y]out) (3)

RT (XY

Qui peut également s’écrire sous la forme : E, = |nL
(ZX+Zy)F [X]in[Y]in

L’équation (3) est plus complexe, mais la conclusion générale de lI'effet du changement de la
concentration d’'une des molécules transportées reste la méme : elle va modifier le potentiel
d’inversion du transport d’un facteur proportionnel a [R-T/((zx+zy) ‘F)] en représentation semi-

logarithmique.

C’est cette derniere remarque que nous allons utiliser pour étudier la stoechiométrie et le couplage
ionique de PQLC2.

6.2. Détermination du nombre de charge(s) couplée(s) au
substrat par mesure du potentiel d’inversion

L’équation (3) indique qu’il n'est pas nécessaire de connaitre les concentrations en CAA de part et
d’autre de la membrane pour étudier leur relation avec le potentiel d’inversion. En effet, si la
concentration dans un compartiment est fixe, il suffit de faire évoluer la concentration de la molécule
considérée dans I'autre compartiment et d’analyser comment le potentiel d’inversion évolue pour
déterminer le couplage ionique du transport. Or, nos expériences précédentes montrent que, dans
nos conditions expérimentales, la vidange métabolique de I'arginine ou de la lysine dans I'ovocyte est
faible. Ainsi, en accumulant une forte quantité de CAA a l'intérieur de I'ovocyte et en faisant varier la
concentration de CAA externe rapidement, on peut caractériser la relation du potentiel d’inversion

avec la concentration externe du CAA sans connaitre sa concentration interne.

L'approche utilisée consiste donc a remplir 'ovocyte en arginine ou lysine a 'aide d’une longue
application externe d’une concentration saturante (20 mM), puis de perfuser rapidement une
gamme de concentration externe de ce CAA. Pour chaque condition (concentration interne fixe
inconnue et gamme de concentrations externes connues), on pourra, a l'aide du systéme TEVC,
mesurer le potentiel d’inversion du transport. L'analyse de I’évolution du potentiel d’inversion en
fonction de la concentration externe permettra de déterminer le nombre charge(s) couplée(s) au

transport d’une molécule de CAA.
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Figure 38 : Détermination du nombre de charge(s) couplée(s) au cycle de transport d’une
molécule de lysine par la méthode des potentiels d’inversions.

A) Schéma détaillant le protocole utilisé. Les chiffres indiqués par le sigle « # » sur la frise chronologique
représentent les instants ol sont réalisés les sauts de potentiel. B) Traces brutes de courants enregistrées lors
des différents sauts de potentiels. C) Traces évoquées de courants déterminées lors de la réalisation des
différents sauts de potentiels. D) Courbes |-V des courants évoqués présentés en C (bleu). Les courbes I-V

grises représentent les sauts de potentiel effectués toutes les 20 s entre chaque concentration appliquée.
L’accumulation de plusieurs de ces courbes avec une courbe bleue, sélectionnée pour la mesure du potentiel

d’inversion, montre que la solution perfusée s’est bien équilibrée au voisinage de 'ovocyte. E) Corrélation
entre la concentration externe de lysine et le potentiel d’inversion du courant de transport de lysine évoqué a
cette concentration. F) Haut : Analyse des pentes de la corrélation déterminée en E sur 6 expériences. Le point
bleu correspond a la pente obtenue d’aprés les données brutes présentées dans cette figure. Bas : estimation

de la concentration interne en lysine lors de la réalisation de |’expérience.
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La figure 38 présente les résultats obtenus avec la lysine. La gamme de concentration utilisée est 0.2,
0.7, 2, 7 et 20mM. La concentration en lysine appliquée dans le milieu a peu d’effet sur I'amplitude
du courant sortant aux potentiels positifs. Il est donc facile de mesurer précisément le potentiel

d’inversion pour chaque concentration.

Le protocole permet d’obtenir une concentration interne stable pendant I'application de la gamme
de concentration externe (regarder les courants évoqués « 8 — 2»). L'augmentation de la
concentration externe d’un facteur dix décale le potentiel d’inversion de +52 +/-2 mV (n=6 ; figure
38.F). Ainsi, a 23°C, I'équation (3) permet d’estimer la charge nette (Z) associée au transport d’une

molécule de lysine par PQLC2 :
Z=1[(2,3: RTY(EinF) ] l0gio ([X]low/[X]in) =+ 1.13 (+/-0.04 ; n=6) (4)
Le nombre de charge couplée au transport d’'une molécule de lysine par PQLC2 est donc de +1.

La figure 39 présente les résultats obtenus avec I'arginine. La gamme de concentration utilisée est
0.5,1, 2, 5, 10 et 20 mM. Le protocole permet d’obtenir une concentration interne stable pendant
I"application de la gamme de concentration externe (regarder les courants évoqués « 9 — 2 »). A
nouveau, on observe une mise sous silence de I'efflux d’arginine interne par I'arginine externe. Cet
effet est accentué quand la concentration de I'arginine externe est élevée jusqu’a devenir total a 20

mM. A cette concentration, la détermination du potentiel d’inversion est donc impossible.

L’augmentation de la concentration externe d’un facteur dix décale le potentiel d’inversion d’environ
de +60 +/-1 mV (n=8). Ainsi, a 23 °C, I'équation (4) permet d’obtenir un nombre de charge couplée au

transport d’'une molécule d’arginine de +0.98 (+/- 0.03 ; n=8).

Ce résultat est en accord avec celui du rapport charge-substrat obtenu au début de ma thése (+
0.94). Le transport d’'une molécule d’arginine ou de lysine est donc associé au passage d’une charge

électrique positive.

6.3. PQLC2 n’est pas couplé aux ions Na*, K*, H* et CI-

Ces mesures ont donc confirmé celle rapportée dans la section 1 avec I'arginine radiomarquée, et
elles ne révelent aucune différence de comportement entre la lysine et I'arginine. L’hypothese la plus
simple pour rendre compte de cette valeur d’une charge élémentaire par acide aminé transporté est
a nouveau celle d’'un uniporteur. Cependant, contrairement a I'approche précédente, la possibilité
d’une stoechiométrie plus complexe avec des ions se compensant mutuellement peut maintenant
étre examinée car on peut étendre I'approche des potentiels d’inversion pour examiner I'implication
d’un ion particulier. Pour cela, il suffit de répéter les mesures en faisant varier la concentration de

I’ion considéré.

88



V steps

2 min
A Arg 20 mM 0.5 2 5 10 20mM — +100 mV
| = B i _E_
| 1 ] 1 1 1 ] 1 1 » 100 MV
#1 #2 #3 #4 #5 #6 #H7 #8 #9 '18025
#1 #2 #3 #5 H7
B before loading after loading
]
| S——
RIS
Raw g [ N
ey
traces T ]
[_ F ,———-—-——-—‘Tw—-
[
200nA
50 ms
2-1 9-2 3-1 5-1 7-1
c loading-evoked  [Arg]int stability 0.5mM 2mMm 10mM 20mM
d
traces -
L
1
704

N = (
Qow N = &

Vrev (mV)

60 5 54.6 mV/decade
R?2=0.994
30

o

[Arg] (mM)

slope
(]
o
1

w
1

N
1

[Arglint (MM) (mV/decade)
- 3
L L

Figure 39 : Détermination du nombre de charge(s) couplée(s) au cycle de transport d’une

molécule d’arginine par la méthode des potentiels d’inversions.

A) Schéma détaillant le protocole utilisé. Les chiffres indiqués par le sigle « # » sur la frise chronologique

représentent les instants ol sont réalisés les sauts de potentiel. B) Traces brutes de courants enregistrées lors

des différents sauts de potentiels. C) Traces évoquées de courants déterminées lors de la réalisation des

différents sauts de potentiels. D) Courbes I-V des courants évoqués présentés en C (rouge). Les courbes I-V

grises représentent les sauts de potentiel effectués toutes les 20s entre chaque concentration appliquée. E)

Corrélation entre la concentration externe d’arginine et le potentiel d’inversion du courant de transport

d’arginine évoqué a cette concentration. F) Haut : Analyse des pentes de la corrélation déterminée en E sur 8

expériences. Le point rouge correspond a la pente obtenue d’apres les données brutes présentées dans cette

figure. Bas : estimation de la concentration interne en arginine lors de la réalisation de I'expérience.
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Cette méthode a été appliquée aux quatre ions majoritairement utilisés comme source d’énergie par

les transporteurs, a savoir les ions Na*, K*, H" et CI” et en utilisant la lysine comme substrat

Si I'ion testé est couplé au transport de CAA, le potentiel d’inversion doit étre modifié lorsque le
gradient de concentration de l'ion testé est modifié. Sinon il reste inchangé. Le principe de
I’expérience est donc de mesurer en TEVC I’évolution du potentiel d’inversion du courant de

transport de lysine suite a la modification de la concentration externe de I'ion testé.

Le protocole consiste tout d’abord a enregistrer les courants endogénes de références dans le milieu
controle, puis dans un milieu ou la concentration d’un ion a été modifiée (milieu test en I'absence de
lysine ; ovocyte naif). Ces références seront soustraites pour déterminer les courants évoqués par la
lysine. Le contenu de l'ovocyte est ensuite chargé en lysine afin de saturer la « vidange
métabolique ». Aprés avoir chargé I'ovocyte, on mesure le potentiel d’inversion du courant évoqué

par 2 mM de lysine aux deux concentrations ioniques testées.
Le détail du contenu des solutions est décrit dans la partie « Méthodes ».

La concentration des protons a été modifiée d’un facteur 10 (pH 6.00 vs pH 5.00). Si ces ions sont
couplés au cycle de transport a raison d’un proton par molécule de lysine, le décalage du potentiel

d’inversion sera de -58.7 mV (calculé d’apres (3) a 23 °C).

La concentration des ions sodiums a été modifiée d’un facteur x100 (1 mM vs 100 mM). Si ces ions
sont couplés au cycle de transport avec une stoechiométrie de 1, le décalage du potentiel d’inversion
sera de -117.4 mV (2 x 58.7). Le Na-Cl a été remplacé par du NMDG-CI (100 mM) pour maintenir

I’'osmolarité de la solution.

La concentration des ions potassiums a été modifiée d’un facteur x30 (60 mM vs 2 mM). Si ces ions
sont couplés au cycle de transport avec une stoechiométrie de 1, le décalage du potentiel d’inversion
sera de +86.7 mV (log(30) x 58.7).

La concentration des ions chlorures a été modifiée d’un facteur x11 (10 mM vs 110 mM). Si ces ions
sont couplés au cycle de transport avec une stoechiométrie de 1, le décalage du potentiel d’inversion
sera de +61.1 mV (log(11) x 58.7).

Les résultats obtenus sont présentés en figure 40.
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Figure 40 : Effet de la modification des gradients de concentration en Na*, K*, H" et CI" sur

le potentiel d’inversion du courant de transport de lysine.

Aucune substitution ionique n’a eu d’impact sur le potentiel d’inversion du transport de lysine.
PQLC2 n’est donc pas couplé a ces ions. C'est donc un uniporteur ou, éventuellement, un canal

sélectif des acides aminés cationiques.

Bien que cela n’affecte pas la conclusion de ces expériences, il convient de noter que les
substitutions ioniques effectuées altérent quand méme ‘amplitude du courant de transport. L’ajout
d’une grande quantité de NMDG (20 mM vs 120 mM lors du remplacement du Na’) est en effet
associé a une forte inhibition du courant de transport de lysine (61 +/- 3% d’inhibition a -60 mV ; n=4)
(figure 41.A). Cette inhibition n’est pas due a la perte du sodium car la substitution de la totalité des
ions sodiums par du potassium n’affecte pas le courant de transport induit par 20 mM d’Arg (figure
41.A, droite). L'effet d’une différence de concentration en ions NMDG dans I’étude de I'effet des ions
potassiums (78 mM dans la solution contréle vs 20 mM) est également associé a une inhibition du
courant de transport de lysine (42+/-2 % d’inhibition a -60 mV ; n=5). Cette inhibition pourrait étre
due a une interaction du NMDG" avec le site de liaison des CAA de PQLC2. Soulignons que cet effet
ne remet pas en question le résultat des mesures de potentiel d’inversion car il s’agit de mesures

thermodynamiques, qui ne dépendent pas du nombre de molécules de transporteur impliquées.
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L'effet du gluconate utilisé dans les expériences de substitution du chlore (ajout de 100 mM) est
peut-étre non spécifique (figure 41.B). Le courant de transport de lysine est inhibé de 30+/-2 % a 60

mV (n=4). Une fois encore cela n’affecte pas le résultat des mesures de potentiel d’inversion.

Enfin le pH a également un effet sur la dépendance au potentiel du transport. Comme cela avait déja
été décrit, I'acidification externe active I'influx médié par PQLC2, mais il active aussi I'efflux (figure

41.C). Les protons externes (lysosomaux) exercent donc un contréle allostérique sur PQLC2 bien

gu’ils ne soient pas couplés a la réaction de transport.
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Figure 41 : Effet du NMDG, du gluconate et du pH externe sur le courant de transport
évoqué par la lysine 2 mM.

Les résultats sont présentés sous la forme de courbes I-V obtenues dans une expérience représentative. Deux
solutions contrdles encadrent une solution dont la concentration de la molécule testée a été modifiée. A) Le
NMDG a forte concentration inhibe le courant de transport de lysine médié par PQLC2. Gauche : expérience de
substitution de 100 mM de sodium par du NMDG. Milieu : expérience de substitution de 58 mM de potassium
par du NMDG. Droite : comparaison de I'effet de la substitution de 100 mM de sodium par du potassium (rose)
ou du NMDG (vert) sur la dépendance au potentiel du courant de transport d’arginine (la condition controle est

en bleu). B) Effet de la substitution de 100 mM d’ions chlorures par du gluconate. C) Effet du pH externe.
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7. Symétrie fonctionnelle de l'effet de mise
sous silence par l'arginine

La plupart des expériences réalisées sur des ovocytes de Xénopes sont associées a une baisse
systématique de l'amplitude des courants entrants aux potentiels négatifs. Cette observation
suggere que |'effet d’extinction du courant par I'Arg puisse étre réversible puisque nous avons
montré par ailleurs que I'arginine s’accumule dans I'ovocyte pendant la perfusion. Autrement dit, si
I’Arg externe rend silencieux le courant sortant des CAA internes a potentiel positif, il se pourrait que,

réciproquement, I’Arg interne puisse éteindre le courant entrant associé a I'entrée de CAA externe.

7.1. Protocole

Pour tester cette hypothése, le protocole mis en place consiste a mesurer, a potentiel constant (-60
mV), lI'amplitude des courants entrants évoqués par de la lysine 20 mM avant et aprés un
remplissage soutenu de I'ovocyte en arginine ou lysine. Le remplissage consiste a appliquer I'un ou
I"autre de ces substrats a 20 mM dans le bain durant 15 min. La concentration interne de I'ovocyte en
Arg ou Lys est estimée par intégration du courant de transport enregistrée sur toute I'expérience (on

néglige donc leur métabolisation). Les résultats sont présentés en figure 42.

7.2. Résultats

Que ce soit pour le protocole de remplissage en Lys ou en Arg, I'amplitude du courant entrant de la
perfusion test de Lys 20 mM est réduite par le remplissage de I'ovocyte (figure 42.A). Cette baisse est
prévisible car, avec le remplissage progressif de I'ovocyte, le gradient électrochimique des CAA va
diminuer. Cependant, bien que le remplissage en Arg (4.3 mM +/-0.2 ; n=5) soit moindre qu'en Lys
(8.1 mM +/-0.4 ; n=5; figure 42.B, droite ; p=0.0079), I'Arg interne réduit beaucoup plus I'amplitude
du courant test (75 % +/-2; n=5) que la lysine (32 % +/-5; n=5; figure 42.B, gauche p=0.0079).
Ainsi, I'effet de mise sous silence du courant de transport des CAA par l'acide aminé présent en

position trans se produit dans les deux sens de transport, et il est sélectif de I'arginine.

On notera d’ailleurs que I'effet de mise sous silence intervient tres rapidement dés le début de la
phase de remplissage de I'ovocyte en Arg (cf fleche de la figure 42.A). Il est méme fortement
probable que cette diminution liée a I'arginine soit encore plus important si on considére que
I"amplitude du courant entrant d’arginine 20 mM au début du remplissage doit au moins étre
identique a celui du premier test de lysine 20 mM (comparer I'amplitude des courants de Lys 20 mM

et Arg 20 mM dans les expériences de patch clamp, figure 33.C).
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Cette expérience ne permet pas de trancher la question d’une symétrie totale ou partielle de I'effet
de mise sous silence. Les conditions de son étude dans le cadre de I'efflux (Arg 20 mM a I’extérieur et
concentration en CAA inférieure a 10 mM dans I'ovocyte) different trop de celles utilisées dans le
cadre de linflux (Arg inférieur a 10mM dans l'ovocyte et concentration en CAA a 20 mM a

I’extérieur). Des expériences supplémentaires sont nécessaires pour évaluer ce point.
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Figure 42 : Seule I’arginine interne met sous silence les courants entrants de transport
d’acides aminés cationiques externes.

A) Traces de courant a -60 mV d’un protocole de remplissage en lysine (gauche) et arginine (droite).
Noter la vitesse a laquelle 'amplitude du courant arginine décroit (fleche noire). B) Gauche : rapport
d’amplitude entre le test #2 et le test #1 obtenu sur différents ovocytes pour chaque protocole.

Droite : concentration estimée aprés le remplissage en Lys ou Arg sur différents ovocytes. Test
statistique utilisé : Mann Whitney.
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8. Conclusions et perspectives

Mes résultats sur I’étude du couplage ionique indiquent clairement que PQLC2 est un uniporteur. Il
n’est pas couplé aux protons contrairement a la majorité des transporteurs du lysosome et est
fortement influencé par le potentiel. Enfin, I'étude du courant paradoxal associée a la découverte
d’un effet de mise sous silence spécifique du transport de CAA par 'arginine présente en trans, et ce
qguel que soit le sens du transport, est un élément important du mécanisme de PQLC2. qui pourrait

étre directement lié a une fonction biologique dont le messager est |’arginine.

Ces travaux ont été réalisés sur la protéine PQLC2 de rat, il faudra aussi s’assurer que ces propriétés
sont conservées chez 'Homme et la Souris. Le protocole décrit en figure 45 pourra d’un seul tenant

répondre a cette question.

Je vais maintenant discuter le mécanisme possible de cet effet trans de l'arginine. Sa fonction

biologique possible sera abordée dans la conclusion générale du mémoire.

8.1. Hypothese de travail

Comme présenté précédemment, deux types d’hypothéses peuvent étre invoquées pour expliquer la

suppression du courant d’efflux par I'arginine 20 mM :

1) I’'arginine inhibe PQLC2, par exemple par un contréle allostérique
2) l'arginine supprime le courant, mais pas le flux de CAA qui se poursuivrait sous une forme

électroneutre, donc indétectable en TEVC.

La premiere hypothese serait vraiment surprenante car elle stipulerait que I'arginine possede deux
sites allostériques inhibiteurs présents sur les deux faces du transporteur. Néanmoins a ce stade de

niveau de preuves, on ne peut pas I'écarter.

La deuxiéme hypothese peut étre expliquée relativement simplement par |'effet de trans-stimulation
observé fréquemment chez les transporteurs secondaires (voir la section correspondante du chapitre
« Introduction »). La propriété originale de PQLC2 est que cet effet est sélectif de I'arginine comparé
aux deux autres acides aminés cationiques, alors que le transport proprement dit est comparable

pour ces trois substrats.

En condition zéro-trans, PQLC2 fonctionne comme un uniporteur quel que soit le CAA présent dans le
compartiment cis et quelle que soit la localisation (cytosolique ou externe) du CAA (figure 43). Seul le

gradient électrochimique du CAA dicte la vitesse de transport.
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Figure 43: En condition zéro-trans, PQLC2 fonctionne comme un uniporteur

indépendamment du CAA transporté. «S »représente n’importe quel acide aminé
cationique.

La présence de lysine dans le compartiment trans n’affecte pas le mode de transporteur de PQLC2.
Le retour a vide du transporteur est ainsi plus rapide (ou au moins aussi rapide) que lorsqu’il est lié a

la lysine-trans.

En revanche, lorsque I'arginine est dans le compartiment trans, le retour a vide du transporteur est
plus lent que lorsqu’il est lié a I'arginine-trans (figure 44). Le cycle de transport de PQLC2 passe alors
par un échange CAA/Arg..ns. Comme ces deux molécules possédent une charge positive, le cycle est
électroneutre. L'application longue d’arginine sur des ovocytes PQLC2 va ainsi se traduire par une
augmentation de la concentration interne en arginine et donc a une augmentation progressive de la
part de transporteurs impliqués dans cet échange électroneutre. Le courant mesuré en TEVC durant

cette application va donc diminuer avec le temps (figure 45).

La propriété de trans-stimulation présuppose que I'étape a vide du transporteur soit limitante (voir la
section correspondante du chapitre « Introduction »). Dans le cadre de I'influx, en condition zéro-
trans, le flux d’arginine (R) et de la lysine (K) est similaire quelle que soit la valeur du potentiel
électriqgue de membrane (expériences de patch clamp sans CAA dans la pipette, figure 33). Ce
résultat va de pair avec une étape limitante commune dans le cycle de transport de K et R, qui peut
tres bien correspondre au retour a vide du transporteur. Mes résultats dans le sens de I'efflux ne

sont pas assez précis pour permettre d’arriver a cette observation.
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Figure 44 : L’arginine-trans permettrait la trans-stimulation de PQLC2. Le flux de transport
d’acides aminés cationiques (« S ») est déterminé par le gradient électrochimique des
CAA. Le choix du sens du flux est arbitraire sur ce schéma.
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Figure 45 : Comparaison de I'effet d’une perfusion prolongée d’arginine ou de lysine sur les

courbes I-V du transport médié par PQLC2.

Le courant de transport de PQLC2 en fonction du potentiel est enregistré toute les 20 secondes pendant
I"application d’arginine 20 mM (gauche) ou de lysine 20 mM (droite). Les graphiques représentent |’évolution
de ces courbes I-V avec le temps.

Le remplissage de I'ovocyte par la lysine est associé a une baisse légere du courant entrant a potentiel négatif
et a une forte augmentation du courant d’efflux a potentiel positif. Le remplissage de I'ovocyte par I'arginine
induit une forte diminution du courant entrant a potentiel négatif lié a I'augmentation du nombre de
transporteurs qui passent d’un cycle d’uniport a un cycle d’échange Arg/Arg électroneutre. A potentiel positif,
I’efflux n’est pas visible car tous les transporteurs utilisent I’Arg externe a concentration saturante pour se
réorienter vers le compartiment interne (la légere augmentation de I'amplitude des courants a potentiel positif
est transitoire et probablement liée aux canaux endogéne de I'ovocyte).
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La différence de comportement entre I’arginine et la lysine (ou I'histidine) proviendrait donc d’une
différence de vitesse de I'une des trois étapes qui implique le substrat (liaison, transconformation du
transporteur lié au substrat, dissociation). Il est classiquement considéré que les étapes de liaison et
de dissociation sont beaucoup plus rapides que les étapes de transconformation. Cependant, étant
donné que l'affinité de la Lys est plus faible que celle de I’Arg (voir le chapitre « Introduction » ;
attention, I'affinité en fonction du potentiel peut varier et n’a jamais été étudiée), il faudra trancher

entre ces trois possibilités en réalisant des expériences adaptées.

8.2. Perspectives

Inhibition ou trans-stimulation sélective ?

Un point important qui n’a pas pu jusqu’alors étre tranché dans le temps de ma thése est I'origine
(inhibition ou trans-stimulation sélective) de la propriété de mise sous silence de I'arginine. De
nombreux indices obtenus sur des expériences complémentaires rejettent I’hypothese de I'inhibition

et vont dans le sens de la trans-stimulation. Je n’en présenterai ici qu’une seule.

Cette expérience consiste & remplir un groupe d’ovocytes PQLC2 avec de la [*H]-Arg et de la [**C]-Lys
puis de réaliser une cinétique d’efflux dans un milieu a pH5.0 contenant ou nom une concentration
saturante en Arg 20 mM (figure 46). On ne contrble pas le potentiel de ces ovocytes, cette

expérience n’étant pas réalisée en TEVC.

L’accumulation de [*H]-Arg et de [*C]-Lys (influx) dans les ovocytes est spécifique de PQLC2 (pas de
transport endogene, regarder les courbes mock). L'efflux est également uniqguement médié par
PQLC2 (lorsque PQLC2 est inactif, I'efflux est stoppé ; regarder les traces a pH 7.4). L'efflux est net

dans le milieu & pH 5.0 sans arginine, pour la [°H]-Arg et pour la [**C]-Lys.

Si I'effet de mise sous silence par I'arginine est un effet inhibiteur, alors I'ajout d’arginine dans le
milieu externe devrait ralentir I'efflux. Or, ces résultats montrent clairement que ce n’est pas le cas.
L'efflux de [*H]-Arg et de [**C]-Lys est méme augmenté, comportement caractéristique d’une trans-

stimulation.

Nous sommes en train d’élaborer un protocole qui permettra de trancher définitivement cette
guestion. L’analyse par spectrométrie de masse du contenu en CAA d’un ovocyte détecte nettement
leur présence. De plus, ces valeurs sont relativement stables d’un ovocyte a I'autre. En TEVC, a
potentiel trés négatif (-60 mV), suite a I'application d’un isotope stable de Lys (différent de celui de la
Lys endogéne) dans le milieu, on doit s’attendre a une baisse sélective du contenu de I'ovocyte
PQLC2 en Arg, mais pas en Lys. Une premiére expérience nous a permis de valider la détection de
I’accumulation de la Lys externe dans I'ovocyte. De plus, sur ces mémes ovocytes, le niveau d’Arg a
également dramatiquement diminué. Nous n’avons pas utilisé d’isotope stable de Lys pour cette

expérience préliminaire. Cependant, nous avons bon espoir que le niveau de Lys endogéne n’ait pas
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été affecté. Cette expérience démontrerait I'échange sélectif de I'influx de CAA externe par de I'Arg

interne a potentiel négatif.
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Figure 46 : Cinétique d’efflux de [*H]-Arg et de [**C]-Lys contenu dans des ovocytes mis a

incuber dans un milieu pH 5.0 contenant ou non 20 mM d’arginine.

Les traces continues correspondent a la cinétique d’efflux de [3H]-Arg en présence (rouge) ou en absence (noir)
d’arginine 20 mM dans le milieu. Les traces en pointillés correspondent a la cinétique d’efflux de [*C]-Lys. Les
traces grises correspondent aux cinétiques d’efflux dans du tampon pH7.4. Les traces vertes correspondent a
des ovocytes qui n’expriment pas PQLC2 (bruit de fond). Chaque point représente un groupe minimum de 3
ovocytes.

Différence d’affinité ou d’énergie d’activation ?

Il existe trois étapes qui pourraient prétendre d’étre a I'origine de la différence de comportement
entre la Lys et I’Arg contenue dans le compartiment trans : la liaison a PQLC2, I'énergie d’activation
nécessaire pour sa translocation par PQLC2, ou la dissociation de PQLC2. L’étude de la dépendance
au potentiel de PQLC2 vis-a-vis du transport de I’Arg ou de la Lys peut étre faite par des expériences

de saturation aux différents potentiels (c’est le cas de I'expérience présentée en figure 27.B).

L'ovocyte ne semble pas étre le meilleur modele pour réaliser ces expériences car il métabolise trés
peu la Lys et I'’Arg. Chaque concentration testée apporterait donc son lot de CAA interne qui
impacterait le signal enregistré sur la suite de la gamme de concentration testée. Il est peut-étre
possible de trouver un ensemble de conditions qui rendent son étude réalisable. Par exemple en

améliorant le systeme de perfusion (comme dans le cadre des expériences de patch clamp), en
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diminuant le nombre de molécules de PQLC2 présentent a la membrane de I'ovocyte (injection d’une
quantité plus faible d’ARNc PQLC2-LL/AA-EGFP), en imposant un potentiel de repos entre les sauts de
potentiel plus élevé (0 mV ; au-dela, I'ovocyte est instable). Cette étude pourrait également étre faite
en patch clamp sur des cellules HEK qui expriment PQLC2. Cependant les signaux sont trop faibles et
les courants enregistrés aux potentiels positifs sont trés instables. Dans le cas de ces deux approches,
I"affinité du coté cytosolique ne pourrait pas étre déterminée. Finalement, des approches comme la
technologie SURFE2R développée par nanlifon qui permettent de contrdler les deux compartiments
qui font face a la membrane dans laquelle PQLC2 est enchassé permettraient peut-étre de répondre

aux besoins spécifiques de cette expérience.

Origine de la trans-stimulation sélective ?

La sélectivité pour I'Arg du phénomene de trans-stimulation vient probablement d’une interaction
différente de la Lys ou de I’Arg avec PQLC2. De nombreux critéres chimiques peuvent expliquer cette
différence comme par exemple la longueur de la chaine latérale, la flexibilité de la chaine latérale ou
encore la nature du groupement chimique de la chaine latérale qui porte la charge positive. La
mutation de résidus de PQLC2 susceptibles d’interagir avec la Lys ou I’Arg permettrait alors d’élargir

la spécificité de I'effet de trans-stimulation a la Lys, ou tout simplement de la supprimer.

La modélisation du transport est nécessaire

La quantité d’informations sur les propriétés de PQLC2 est suffisante pour débuter la modélisation
du transport sur informatique. Ce travail a été initié dans mon équipe. Le logiciel utilisé dans ce but,
nommé « State Editor », a été développé par Michael Pusch, Directeur de I'Institut de Biophysique de
Génes (Italie). Je n’ai pas pu participer a sa mise en place. Les résultats obtenus sont encore trop

préliminaires pour les introduire ici.

Valider ces propriétés a I’échelle du lysosome

Mon laboratoire maitrise les approches biochimiques de purification de lysosomes. L’'utilisation de
CAA estérifié permet de charger le contenu intra-lysosomal en CAA. Il est donc possible de tester, par
I'utilisation de ces composés radiomarqués, les effets de trans-stimulation dans les deux sens de flux

dans I’'environnement naturel de PQLC2.

Dans leurs études, Pisoni et al. observent dans des préparations de lysosomes purifiés a partir de
fibroblastes humains, que le systeme de transport des CAA du lysosome est trans-stimulable par la
Lys et I'Arg. Cependant, il n’ont jamais mis en compétition ces deux composés (Pisoni, Thoene and
Christensen, 1985; Pisoni et al., 1987). Il sera donc intéressant de réaliser cette expérience pour
confirmer, ou non, le caractére préférentiel de trans-stimulation de I’Arg, comparé a la Lys, quand
PQLC2 est présent dans la membrane du lysosome. D’autant plus que nous possédons maintenant
des souris sauvages et KO pour le géne PQLC2 (voir le chapitre 2). Il sera donc possible de savoir si

ces réponses sont spécifiques de PQLC2 chez la souris.
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Chapitre 2 : Role physiologique de
PQLC2

Au sein du laboratoire, la production d’'un modeéle murin délété (Knock Out : KO) pour Pqlc2 a été
initiée pour permettre le développement de nombreux axes de recherches rendus possibles par
I'identification de la fonction de PQLC2 en 2012.

Le premier axe, qui est a I'origine d’une partie du financement de ma thése par la Cystinosis Research
Foundation, est I'étude de l'implication de PQLC2 dans le traitement de la cystinose par la
cystéamine a I'échelle de I'organisme. A I'échelle de la cellule, le réle pharmaceutique de PQLC2
comme voie de sortie principale du disulfure mixte cystéine-cystéamine du lysosome (et donc de la
déplétion en cystine des cellules) a été clairement démontré sur une lignée cellulaire de fibroblastes
de patients cystinotiques immortalisés (Jézégou et al., 2012). Jusqu’a présent, chez le mammifere,
aucune étude n’a été réalisée a I'échelle de I'organisme. On ne sait pas, par exemple, si I'effet de la
déplétion en cystine par la cystéamine dépend de PQLC2 dans tous les organes ou tissus. Il est
également possible que PQLC2 joue un role dans les mécanismes de compensations associés a la
perte de la cystinosine. Comme le modele murin KO pour Ctns, le géne codant pour la cystinosine,
existe déja (Cherqui et al., 2002), la production du modele KO Pglc2, puis du modéle double KO

Pglc2-Ctns par croisement de ces deux lignées donnera un outil puissant pour étudier ces questions.

Un autre axe est directement issu de la fonction de PQLC2 en tant que transporteur lysosomal
d’acides aminés cationiques. Comme la plupart des transporteurs du lysosome, son altération peut
étre a l'origine d’une pathologie lysosomale (Ruivo et al., 2009). Dés lors, I'étude du modeéle murin
KO Pqlc2 permettra peut-étre d’obtenir un tableau clinique de symptomes retrouvés dans une

maladie orpheline, ouvrant ainsi la voie au développement de traitements qui lui sont spécifiques.

Enfin, PQLC2 peut étre impliqué dans de grandes voies métaboliques ou de signalisations faisant
intervenir les acides aminés cationiques. Le role de recyclage de I'arginine lysosomale est
particulierement intéressant. En effet, I'arginine est une molécule de signalisation importante qui

influence le complexe mTORC1 et par conséquent régule finement I"autophagie (Wang et al., 2015).
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1. Le modele murin Pqlc2 -/-

Dans cette section, je vais tout d’abord présenter les différentes étapes qui nous ont permis de
produire les souris KO Pglc2 (autrement appelées Pglc2 -/-). Je présenterai ensuite les premiers

résultats de phénotypage du modele.

1.1. Production du modeéele murin Pqlc2 -/-

La production du modéle murin KO Pglc2 s’est faite en deux phases. Il a fallu tout d’abord produire
les souris chimériques porteuses de la délétion, puis faire reproduire ces souris pour espérer obtenir
des souris hétérozygotes pour la mutation. Ces souris hétérozygotes, viables, fertiles et ne
présentant aucun phénotype visible, ont été croisés entre elles, permettant ainsi d’obtenir des souris

homozygotes pour la mutation appelées souris KO Pqlc2.

Production des souris chimériques porteuses de la mutation pour
Pqlc2

La premiere étape de ce processus consiste a inactiver le géne Pglc2 dans des cellules souches
embryonnaires (cellules ES: Embryonic Stem cells) murines (Mus musculus). Cette étape a été
réalisée dans le cadre du consortium « Knock Out Mice Project, KOMP » (www.komp.org) financé par
le National Institutes of Health. Ce programme a entrepris I'inactivation systématique de génes dans
des cellules ES murines. Pqlc2 faisait partie des genes ciblés. Une seconde étape initiée et financée
par mon laboratoire a consisté a produire les souris chimériques porteuses de la délétion de Pglc2.

Ce projet a été sous-traité a I'UC Davis Mouse Biology Program (University of California).

La délétion de Pglc2 (projet VG11557) s’est faite par recombinaison homologue en utilisant
I"'approche VelociGene sur des cellules souches embryonnaires de souris de fond génétique
C57BL/6N (voir le chapitre « Méthodes »). La cassette de délétion est introduite dans des cellules
souches embryonnaires murines de fond génétique C57BL/6NTac. Lorsqu’une recombinaison se
produit, les cellules ES deviennent hétérozygotes pour I'alléle mutée Pglc2™ MPV Nous avons

acheté 3 clones de cellules ES Pglc2™ (KOMFIViea

Ces clones ont été injectés dans des blastocystes de souris receveuses de fond génétique BALB/c. La
différence de fond génétique entre les cellules souches embryonnaires et les cellules du blastocyste
permettent par la suite d’estimer le degré de chimérisme de la progéniture par observation de la
couleur des poils. En effet, le fond génétique C57BL/6NTac donne des souris a pelage noir tandis que
les souris BALB/c ont un pelage blanc. Plus le pelage est noir, plus les cellules mutées pour le géne
Pglc2 auront colonisés les organes et donc, plus les gamétes seront susceptibles de posséder la

mutation. Nous avons sous-traité la production de souris chimérique a 'UC Davis a partir des 3
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clones de cellules ES Pglc2™ OMPVIed cette étape a fourni 7 males chimériques qui ont été transférés
a notre animalerie au Centre Universitaire des Saints-Péeres a I'age de deux mois. J'ai pu ensuite les

étudier et les faire se reproduire.

Production des souris Pqlc2 hétérozygotes sur fond génétique
C57BL/6N

Les 7 males chimériques ont été mis en accouplement avec des femelles sauvages de fond génétique
C57BL/6N provenant de chez Janvier. Les males chimériques sont susceptibles de produire des
gametes de fond génétique BALB/c ou C57BL/6N. La progéniture issue de ces croisement sera donc
soit de fond mixte C57BL/6N - BALB/c, soit de fond pur C57BL/6N.

Il est possible de connaitre le fond génétique de chaque individu issu de ce croisement en fonction de
la couleur de son pelage. Dans notre cas, celle-ci est due a l'interaction entre 2 génes, nommée A et
C. Le géne C rend possible (alléle C, dominant) ou empéche (alléle c, récessif, phénotype albinos) la
présence de pigments au niveau des poils. Le géne A agit sur la position des pigments au niveau du
poil. Son effet n’est observable que si la souris posséde au moins une copie de I'allele C. L'allele A
induit la présence d’'une bande jaune sur la tige du poil, ce qui lui donne un aspect poivre et sel
(phénotype Agouti). L’allele a donne une localisation homogeéne du pigment noir (mélanine) sur le
poil.

Les souris C57BL/6N de phénotype noir ont un génotype C/C a/a. Les souris BALB/c de phénotype
albinos ont un génotype c/c A/A. La figure 47 donne le génotype et le phénotype de la progéniture

issue du croisement entre un méale chimérique et une femelle C57BL/6N.

Comme le montre le tableau, les souris agoutis possedent un fond génétique mixte et ne portent pas
la mutation pour Pglc2. Les souris noires possédent un fond génétique C57BL/6N pur et 50% d’entre

elles portent la mutation Pglc2.

La distinction entre les souriceaux agoutis et noirs est évidente (figure 47). Par contre, pour les souris

noires, un génotypage est nécessaire pour savoir lesquelles portent la mutation.

Sur les 7 males chimériques recus de I'UC Davis, un ne s’est jamais reproduit, trois n’ont donné que
des souris agoutis, deux n’ont généré que des souris noires, et un a généré des souris agoutis et des

souris noires (figure 48 et tableau 2).
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génotype gametes males chimérique
cAP CaP Cap
S0 el caP | c/cA/ap/p|c/cajapp|c/cajapp| BEMOPE
femelles C57BL/6N /CA/a P/ /Ca/aP/ /Calap/ progéniture
couleur du pelage agouti noir noir

Allele C : pigmentation possible
Allele c : Albinos

Allele A : Agouti
Allele a : pigmentation homogeéne

Alléle P : Pqlc2 sauvage
Allele p : Pq/cztml(KOMP)Vlcg

Figure 47 : Tableau de croisement entre un male chimérique et une femelle C57BL/6N pour
la transmission des caractéres de couleur de poil et de I’alléle Pglc2.

La photo représente un souriceau de couleur de poil noire (haut) et Agouti (bas) issus d’'une méme portée.

N°9 50% N°3  70% N°19 90%

Figure 48 : Males chimériques et couleur du pelage en fonction du taux de chimérisme.

¥ |ClonesES Pglc2 AA9 Pglc2 AH11 Pglc2 AG9
F |numéro 3 a 7 9 10 19 14
E !E o 70% 50% 70% 50% 50% 90% 50%
@ = [tauxde chimérisme
2o Portées observées 0 7 6 3 6 8 6
x TOTAL 0 52 20 28 56 56 48
= |Agoutis 0 52 0 28 35/40 0 48
£ [Norsdont: | o ______o__| __: 0 _______ o l__smo = | o___]
2 Noirs sauvage 0 0 10/19 (53%) 0 3/5 (60%) 19/52 (37%) 0
v Noirs Htz 0 0 9/19 (47%) 0 2/5 (40%) 33/52 (63%) 0

Tableau 2 : Effectifs des males chimériques et descendance associée.

La distinction entre les souris noires sauvages et hétérozygotes (Htz) pour la mutation qucztml(KOMP)wcg

est

déterminée par génotypage.
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Fort heureusement, les 3 males chimériques ayant fourni des souris noires possedent la mutation
Pqlc2"™KOMFVIEG qans leur lignée germinale puisqu’une fraction de leurs souriceaux noirs (40 3 63%)
porte cette mutation sous forme hétérozygote. Notons que ces 3 males ont été générés a partir du
méme clone de cellule ES, justifiant ainsi rétrospectivement ['utilisation de 3 clones au début du
projet pour augmenter les chances de succes. Le protocole de génotypage est décrit dans la section

suivante.

Une fois les souris hétérozygotes sélectionnées, des accouplements de couple de progéniteurs
provenant de fratries différentes ont été réalisés et ont permis d’obtenir des souris homozygotes

tm1(KOMP)Vicg

pour la mutation Pglc2 , appelées souris KO Pglc2 ou souris Pqlc2 -/- (figure 53). Ce modéle

KO est donc viable. Notons qu’il posséde déja un fond génétique pur C57BL/6N.

1.2. Validation de l'inactivation du gene Pqlc2

La validation de I'inactivation du géne Pqlc2 peut classiquement étre réalisée a I'échelle de I’ADN, de
I’ARN et de la protéine. Dans cette thése, les deux premiers niveaux de validation ont pu étre
effectués. Comme il n’existe pour le moment aucun anticorps exploitable (mon équipe a produit et

testé plusieurs anticorps, sans succes), la validation a I’échelle de la protéine n’a pas pu étre faite.

Caractérisation de I’'allele muté

Le géne Pqglc2 est situé a I'extrémité du bras long du chromosome 4 sur la bande cytogénétique D3
(4gD3; 70,63 cM ; base de données Mouse Genome Informatics, assemblage GRCm38). Il s’étend sur
environ 17 kb (NCBI Reference Sequence: NC_000070.6, GRCm38.p3 C57BL/6J ,16682 bp, CON 09-
FEB-2015).

En principe, la technique Velocigene est congue pour exciser la totalité des exons codants du géne
cible. Cependant, les informations disponibles sur le site du KOMP indiquaient que la délétion de

tmi(KOMP)VIes v était pas compléte. D’autre part, les informations disponibles étaient

I'allele Pglc2
contradictoires, engendrant une incertitude sur la position exacte de la délétion effectuée. Cette
information étant capitale pour prédire si I'allele muté est partiellement ou totalement inactivé, nous

avons recaractérisé la position exacte de la délétion.

Afin de déterminer la position et 'amplitude exacte de la délétion du géne Pglc2, nous avons réalisé

un séquencage aux deux extrémités du site de délétion prédit pour I'alléle Pglc2™™<OMPViea

Pour I'extrémité 5’, nous avons réalisé deux PCR en utilisant une amorce antisens située au début de
la cassette et deux amorces sens situées sur le gene a 507 bases d’intervalle I'un de I'autre afin
d’encadrer le début de la délétion. Le gel d’agarose obtenu aprés migration des deux PCR est

présenté en figure 49.A.
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A  GénotypePqic2: @ +/+ +/- -/-
PCR: #1 #2 #1 #2 #1 #2 #1 #2

—

800 pb o _ s
700pb 7 e

B PQLC2
Séquenceprotéique: (Q Y | K A C K T G N MG T DL N DP
Produit de séquencage: cag tac atcaaa gec tge aag aca gge aac atg ggt acc gat tta aat gat cca
Cassette ZEN-UB1 : ggt acc gat tta aat gat cca
Pglc2 sauvage: Cagtacatcaaa gecctgcaag acaggcaacatgg

C

mutation Pglc2 (intron 8)
Produit de séquencage: gc tag cga cca gtc cca tca gtg age aag gac aga geg
Cassette ZEN-UB1 : gctagg
Pglc2 sauvage : ga cca gtc cca tca gtg agc aag gac aga geg

Figure 49 : Détermination de la position d’insertion de la cassette dans le géne Pglc2.
A) Résultats de la migration par électrophorése sur gel d’agarose des deux produits PCR (#1 et #2) réalisés

pour encadrer l'insertion en 5’ de la cassette ZEN-UB1 dans le géne Pglc2. B) Alignement de la séquence du
produit PCR #1 avec la partie 5’ de la cassette ZEN-UB1 (noir et orange) et la région correspondante de I'alléle
Pglc2 sauvage (bleu ; NCBI Reference Sequence : NC_000070.6, GRCm38.p3 C57BL/6J ,16682 bp, CON 09-FEB-
2015). C) Alignement de la séquence du produit PCR amplifié en 3’ du site d’insertion de la cassette avec la

partie 3’ de la cassette ZEN-UB1 et la région correspondante de l'allele Pglc2 sauvage. Noter en rouge la
présence d’une cytosine a la place d’une guanine dans la séquence de la cassette.

La PCR #2 n’a rien donné. La PCR #1 donne un amplicon de taille comprise entre 700 et 800pb.
L'insertion de la cassette a donc eu lieu entre le site d’hybridation des deux amorces spécifiques de

I'allele sauvage.

La détermination exacte de la position de la délétion en 5’ a été réalisée par séquencage en utilisant
des amorces spécifiques de I'amplicon de la PCR #1. Les séquences sont présentés en figure 49.B.
Aprés alignement avec le géne Pqlc2 et la cassette ZEN-UB1, le début de la délétion du géne Pglc2 a
pu étre déterminée. Elle débute ainsi au milieu de I'exon 4, qui correspond a la premiére boucle
cytosolique reliant le TM1 au TM2 (figure 50.B).

Pour I'extrémité 3’, nous avons utilisé les amorces proposées par le KOMP que nous utilisions pour
génotyper les souris. La taille de I'amplicon était attendue aux alentours de 600 pb. La PCR donne
effectivement une bande autour de 500-600 pb (figure 50.C ; set 2’). Suite a I'analyse des séquences

de ces amplicons, et de leur alignement avec le géne Pglc2 et la cassette ZEN-UB1, la fin de la
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délétion du géne Pglc2 a pu étre déterminée. Elle se termine ainsi dans I’exon 8, quelques 500 pb

avant le début de I’exon 9 (figure 50.A).

A] Pqglc2 alleles

wild-type
1 2 3 4 5 67 8 9
1
: —i ;
set1 9 ¢ $ “éset2 1kb
; ¥ set3 ¢ —
Pq/c2lm1(KOMP)Vlcg "
1 2 3 set1 5 f- -b € set2
1 S
. —i [ p—{1r—a
ATG ) lacZ loxP neo loxP  ®stop
E] Predicted mutant proteins QI Genotyping
set 1+1' 4+ 3= - HO

=742
= 620

set 2 Ht - Hr #- -l oset2

= 608

592 =

2] Pqlc2 transcript analysis (set 3)
Liver o= A= H+ H¥ Kidney - - +/+ +/+

- o =330

= 330

;T

Gapdh swws swm s wee Gapdh s s s v

Figure 50 : Validation de I'inactivation du géne Pglc2.

tm1(KOMP)Vic

A) Comparaison de l'alléle sauvage Pqglc2 et de I'alléle muté Pglc2 . Les sites d’hybridation des

différentes amorces utilisées pour analyser la position de I'insertion de la cassette et de la délétion associée
sont indiqués. Les informations sur les différentes amorces sont regroupées dans un tableau présenté dans le

chapitre « Méthodes ». B) Prédiction de la protéine PQLC2 sauvage et de la protéine PQLC2 tronquée
fusionnée a la B-galactosidase. C) Amplicons obtenus pour paire d’amorces utilisées pour encadrer la délétion.

D) Amplicons obtenus lors de I'analyse des ARNm Pqlc2 chez des souris sauvages ou Pglc2 KO dans le foie ou

le rein.
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Pour conclure, le modele de souris KO pour Pglc2 posséde une délétion de 2865 pb allant de la
position 1137 a la position 4002 du gene Pglc2 de référence NC_000070.6, GRCm38.p3. Cette
délétion supprime une partie de I'exon 4 et les exons 5, 6, 7 et 8 (figure 50.A). La protéine PQLC2
résultante prédite est ainsi amputée de la majorité de sa séquence. Seuls la partie Nterminale, le
TM1 et une partie de la premiere boucle cytosolique subsistent (figure 50.B). La délétion de la
séquence codante n’est donc pas totale, mais il est peu probable, en supposant que I’ARNm soit

stable, que la forme séverement tronquée de la protéine ait une quelconque activité.

Une observation issue de I'alignement de ces séquences est qu’il y a présence d’une base C a la fin de
la cassette qui ne correspond ni a la séquence de la cassette, ni a Pqlc2 (figure 49.C). Cette base
correspond a priori a une mutation G>C de la derniére base de la cassette ZEN-UB1. Elle a pu se

produire lors de la recombinaison homologue de la cassette avec le gene Pglc2.

Analyse des transcrits

Ces travaux ont été réalisé par Khady Touré, stagiaire en 2°™ année de BTS, sous la supervision de
Seana O’Regan et Christine Anne-Longin. Le protocole d’analyse des ARNm est détaillé dans le

chapitre « Méthodes ».

L'amplicon attendu pour une PCR utilisant 'ADNc des souris sauvages est d’environ 330 pb. C’est
effectivement ce que I'on obtient (figure 50.D). En revanche, aucune amplification n’est observée sur
les ADNc mutés, confirmant les résultats obtenus sur 'ADN génomique, a savoir la délétion d’'une
partie du géne Pglc2. Il serait utile d’aller sonder les exons transcrits (la partie codante du géne
commence au milieu de I'exon 3) en amont de la zone délété afin de savoir si 'ARNm muté reste

stable et peut induire I'expression de la protéine PQLC2 tronquée.

Conséquence attendue au niveau protéique

Les analyses précédentes ont donc montré que la recombinaison homologue subie par I’alléle muté a
induit une délétion allant de I’exon 4 jusqu’a I'avant dernier exon codant. L'impact attendu au niveau
protéique est donc une forte troncation de la protéine suivie ou non d’une fusion avec la séquence

codante de lacZ selon la phase de lecture de I'insertion.

Les résultats déduits du séquencage de la séquence génomique de I'allele muté sont présentés dans
la figure 51. La comparaison de cette séquence avec la séquence du PQLC2 sauvage et de la B-

. 7. s N 1
galactosidase montre que la protéine codée par Iallele Pglc2™ KOMFIVie

est une protéine de fusion
comportant I'extrémité N-terminale (intralysosomale) et la premiére hélice transmembranaire de
PQLC2 suivies de la B-galactosidase privée de ses 9 premiers acides aminés avec intercalation d’un

linker.

Cette configuration est trés intéressante car elle permettrait de caractériser le profil d’expression de

PQLC2 dans divers tissus murins, d’autant plus que la B-galactosidase s’exprime du c6té cytosolique.
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Par ailleurs, il n’existe a ce jour aucun anticorps spécifique de PQLC2. Le profil d’expression d’un géne

donne de précieuses informations sur la fonction possible de la protéine.

Les essais préliminaires de notre partenaire, Bruno Saubaméa, n’ont cependant pas révélé d’activité
B-gal dans des tissus supposés exprimer de maniere claire PQLC2 chez les animaux sauvages
(données transcriptomiques). Nous ne savons pas encore s’il s’agit d’un probleme de sensibilité

(faible expression du géne sauvage) ou d’un défaut génétique de I'alléle muté.

MVWRTLGASNF STCEPNGSVQWIWDVFGECAQDGWD QI FACKTGNMGTD LNDPVVLQREDWEN
PGVIQLNRLAAHPPFASWRNSEEARTDRPSQQLESLNGEWRFAWFPAPEAVPESWLECDLPEAD TVVVP SNWQMHGYDAPIYT
NVITYPFITVNPPFVPTENPTGCYSLTFNVDESWLQEGQTRI IFDGVNSAFHLWCNGRWVGY GQDSRLPSEFDLSAFLRAGENRL
AVMVLEWSDGSYLEDQDMWEMSGIFRDVSLLHKPTTQISDFHEVATRFNDDF SRAVLEAEVOMCGELEDY LEVTIVSLWQGETQV
ASGTAPFGGEIIDERGGYADRVITLELNVENPKLWSAEIPNLYRAVVELHTADGTLIEAEACDVGFREVRIENGLLLLNGKPLL
IRGVNREHEHHFLHGQVMDEQTMVQODILILMKQNNFNAVRECSHYFNHPLWYTLCDRYGLYVVDEAN IETHGMVPMNRELTDDPEWL
PAMSERVTREMVQRDENHPSVIIWSLGNESGHGANHDALYRWIKSVDEFSRPVQYEGGGADTTATD IICPMYARVDEDQFPFPAVE
KWSIKFKWLSLFGETRFLILCEYAHAMGNSLGGFAKYWQAFRQYPRLOGGFVWDWVDQSLIKYDENGNPWSAYGGDFGDTEFNDR
QFCMNGLVFADRTPHPALTEAKHQQQFFQFRLSGQTIEVI SEYLFRESDNELLEWMVALD GKPLASGEVPLDVAPQGKRQLIEL
PELFQPESAGQLWLTVREVVQPNATAWSEAGHI SAWQOQWRLAENLSVILPRAASHATPHLTTSEMDFCIELGNERWQFNEQSGFL
SOMWIGDKEQLLTPLERDQFTRAFLDND IGVSEATRIDPNAWVERWKAAGHYQAEAATLLQCTADTLADAVLITTAHAWQHQGKT
LFISRKTYRIDGSGQMAITVDVEVASDTPHFARIGLNCQLAQVAERVNWLGLGPQENYFDRLTAACFDEWDLPLSDMYTPYVE
PSENGLRCGTRELNYGPHQWRGDFQFNISRY SQQQLMETSHRHLLHAEEGTWLNIDGFHMGIGGDDSWSPSVSAEFQLSAGRY
HYQLVWCQK[STOP (taataataa)]
2tm1(KOMP)VIc.

Figure 51 : Protéine chimérique codée par I'alléle mutée Pqlc.

En bleu, partie N-terminale de PQLC2 avec surligné en vert, la position du premier TM1 prédit. En noir, linker
reliant PQLC2 a la B-galactosidase. En rouge, B-galactosidase.

1.3. Viabilite et croissances des souris KO Pqlc2

Transmission génétique de la mutation

Nous avons réalisé des croisements de couple de souris hétérozygotes pour la mutation et génotypé

les souriceaux obtenus. Le tableau 3 récapitule les effectifs obtenus sur I'ensemble de ma thése :

A. effectifs totaux B. effectif male C. effectif femelle
génotype effectifs % effectif % chez les males effectif % chez les femelles %male  %femelle

+/+ 109 0,25 66 0,29 43 0,21 0,61 0,39
+/- 235 0,54 121 0,54 114 0,53 0,51 0,49
-/- 95 0,22 43 0,16 52 0,26 0,45 0,55

total 439 230 209 0,52 0,48

test chi 2 comparant les effectifs
obtenus au modeéle de transmission p=0,17 p=0,07 p=0,29
mendelien

Tableau 3 : Effectifs de souris obtenus par sexe et par génotype pour les croisements de
parents hétérozygotes pour Pqic2.
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Sur 439 souriceaux obtenus, 25% sont sauvages, 54% sont hétérozygotes et 22% sont KO
(homozygotes). Ces effectifs ne difféerent pas du modéle de transmission génétique mendélien (test
chi2 de conformité, p = 0,17 pour les effectifs totaux). Pglc2 n’est donc pas un gene vital dans le
développement embryonnaire chez la souris de fond génétique C57BL/6N dans nos conditions

d’élevage.

Par contre, I'analyse des proportions male/femelle montre un effet de I'inactivation du géne Pglc2.
En effet, la descendance totale contient 52% de male contre 48% de femelle. Ce sex-ratio est
comparable a celui trouvé dans la littérature pour des souris C57BL/6 (Verley et al., 1967) (%méle =
0.52). Cependant, la proportion de male est accrue chez les souris sauvages (61%) alors qu’elle est
réduite chez les souris KO (45%). La différence des sex-ratio en fonction de ces deux génotypes est
significative (test exact de Fisher, p = 0.033). Cette différence s’explique par une transmission de la
mutation affectée chez les males comparée a une transmission mendélienne classique (p = 0.07) avec
un effectif de males KO bas (16%). Ceci n’est pas observé chez les femelles (p = 0.29 ; effectif des
femelles KO : 26%).

Pglc2 pourrait donc agir de maniére trés ciblée avec un caractére propre aux males dans un moment

critique du développement embryonnaire durant ou apres la différenciation sexuelle.

Croissance et viabilité post-natale

Des courbes de croissance des souris sauvages et KO ont été réalisées afin de détecter d’éventuelles
différences chez la souris KO (figure 52). Il est en effet possible qu’une altération du recyclage des
acides aminés cationiques lysosomaux puisse se répercuter sur le métabolisme et donc sur la
croissance des souris porteuses de la mutation. Comme il existe des différences fortes de croissance
entre male et femelle, la croissance est analysée par sexe. Ces courbes ont été réalisées sur une

eme

plage d’ages allant du sevrage (autour du 20°™ jour) jusqu’a obtention de la phase plateau de la
courbe, soit ici un age de 120 jours. L'analyse de la croissance a des ages plus précoces est plus
délicate car elle nécessite une séparation et un remaniement de la position des souriceaux sous leur

meére, ce qui peut altérer I'allaitement.

Il Ny a pas de différences détectables de croissance entre les souris males ou femelles sauvages et
les souris males ou femelles KO (test de Student). Les courbes de poids des souris sauvages sont
proches de celles obtenues pour les souris de lignée C57BI6/NRj du laboratoire JANVIER d’ou
proviennent les souris femelles utilisées pour la reproduction avec les males chimériques (données

non présentées).
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Figure 52 : Courbe de croissance des souris sauvages et KO pour PQLC2.

Haut : Ensemble des mesures de poids réalisées sur les souris males (gauche) et femelles (droite) de I'élevage.

Chaque point représente une mesure de pesée. Bas: courbes de poids moyennées a +/- 1 jour. Le test

statistique de Student a été utilisé pour comparer les poids des souris WT et KO aux différents ages. Il n’y a pas

de différences significatives.

Femelles =" ;
(2 ans)

Pqlc2 +/+

Pqlc2 -/-

Figure 53 : Les souris KO Pglc2 ne présentent pas de phénotype visible a I’ceil nu.
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La survie des souris KO n’a pas été étudiée selon un protocole dédié a cette question. Sur I'ensemble
de la colonie (439 souris étudiées), quelques souris méles et femelles sont mortes entre 10j et 21j.
Quelques souris sont également mortes prématurément aprés le sevrage et avant d’atteindre |'age
de 1 an. Parmi celles-ci, 1 femelle hétérozygote et 8 males majoritairement KO. Pour la plupart de ces
males, des combats violents liés a des comportements de dominance peuvent expliquer ces morts.
Enfin, nous avons pu conserver des souris femelles KO jusqu’a des ages avancés. Toutes ces souris
femelles sont mortes, a priori de maniéere naturelle, a des ages compris entre 22 et 27 mois (660 et
810 jours) (5 femelles KO). Cette espérance de vie apparente est comparable a celle retrouvée dans
la littérature concernant les souris C57BL/6 (Goodrick, 1975). De plus, ces souris semblent en bonne

santé (figure 53).

Pour conclure, la ddisruption du géene Pglc2 ne semble pas affecter la croissance et la survie des

souris d’élevage dans le fond génétique C57BL/6N.

1.4. Analyse histologique, cellulaire et subcellulaire

De nombreuses maladies lysosomales se traduisent par des anomalies morphologiques du lysosome,
des altérations tissulaires ou des effets sur la taille des organes. Afin d’examiner si des effets
similaires se produisent dans nos souris KO Pglc2, nous avons réalisé une collaboration avec le
Plateau technique « Imagerie Cellulaire & Moléculaire » de I'Université Paris Descartes dirigé par
Bruno Saubaméa. Leurs travaux ont consisté a faire une analyse histologique, cellulaire et
subcellulaire de différents organes de ces souris par 'utilisation de préparations histochimiques, de

la microscopie optique et de la microscopie électronique a transmission.

Les organes sélectionnés dans le cadre de cette analyse sont le foie, le cerveau, le muscle
squelettique et la rate. lls sont souvent sévérement atteints dans les maladies lysosomales. Le

cervelet a été choisi a titre d’exemple pour I’étude du cerveau.

L'age des souris utilisées était de 7 a 12 mois. Trois génotypes ont été étudiés : sauvage, KO Pqlc2 et,
a titre de comparaison, le modéle murin de cystinose (KO Ctns). Les souris KO Ctns nous ont servi de
contrdle positif en tant que modele de maladie lysosomale associée a la perte de fonction d’un

transporteur (le gene Ctns code pour le transporteur lysosomal de cystine).

Pour cette étude, deux souris de chaque génotype ont été analysées. Les images des tissus de foie,
cervelet, muscle squelettique et rate obtenues sur une souris de chaque génotype sont présentées
ci-dessous. Ces images sont réalisées a une échelle macroscopique et au niveau de régions clés. Les
images obtenues en microscopie électronique de types cellulaires majeurs de ces organes sont

également présentées ainsi que I'aspect général et le contenu des lysosomes.
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Le foie

Le foie des souris KO Pglc2 ne présente aucune anomalie de taille ou d’aspect (figure 54). L’espace
porte, ainsi que la vascularisation générale des tissus, ne semblent pas altérés. Le parenchyme
hépatique est homogéne et présente quelques granulomes que I'on retrouve également chez les

souris sauvages.

A I’échelle cellulaire, les hépatocytes présentent une morphologie polyédrique classique (figure 55).
lIs sont reliés entre eux par des jonctions GAP et présentent dans leur cytoplasme de nombreuses
gouttelettes lipidiques. Les mitochondries et le réticulum endoplasmique granulaire sont en bon état.
A I’échelle ultrastructurale, le contenu en lysosome est riche et varié avec la présence de nombreux
autophagosomes. Les cellules immunitaires (celllules de Kupffer, cellules étoilées, lymphocytes) et les

cellules endothéliales semblent saines.

Au final, aucune différence nette n’est observable entre le foie des souris sauvages et celui des souris
KO Pqglc2.

Wt Ctns KO Pqlc2 KO

Figure 54 : Coupes histologiques du foie.
A) Coupe entiere (X1.25). B) Espace porte (X10). C) Parenchyme (X63). La légere stéatose observée sur I'image
Wt (points blancs) n’est pas spécifique des souris sauvages. La présence de granulomes (points violets) n’est
pas spécifique des souris KO.
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Figure 55 : Analyse par microscopie électronique des types cellulaires majeurs du foie.
N : Noyau cellulaire ; A : Autophagolysosome (double membrane) ; L: Lysosomes (contenu souvent sombre
car présence de matériel dense aux électrons) ; M : Mitochondries ; AG : Appareil de golgi.

A) Hépatocytes. B) Lysosomes et autophagolysosomes d’hépatocytes. C) A gauche pour chaque génotype :
Mitochondries et réticulum endoplasmique granuleux (colliers de perles). A droite pour chaque génotype :

Cellule de Kupffer. D) Cellules endothéliales. L’Appareil de Golgi de ces cellules est facilement identifiable.
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La rate

La rate des souris KO Pglc2 est compacte et de taille comparable a celle des souris sauvages (figure
56). Les zones de pulpe blanche sont bien individualisées vis-a-vis de la pulpe rouge. Chez les souris
KO Ctns, la pulpe rouge est envahie par la pulpe blanche, signe d’'une hématopoiese accrue. De plus
chez ces souris, au sein de la pulpe blanche, on note la présence d’une plus grande quantité de sites
d’apoptose. Ces observations qui concernent le modeéle KO Ctns n‘ont pas été décrites dans la
littérature. Par contre, a nouveau, la perte du géne Pglc2 ne semble pas avoir d’effet majeur a une

échelle macroscopique.

La rate est un organe extrémement actif sur le plan immunologique. On y retrouve de nombreuses
cellules du systéme immunitaire telles que les macrophages, les granulocytes, les neutrophiles et les
mégacaryocytes (figure 57). Toutes ces cellules sont présentes chez la souris KO Pglc2 et ne semblent
pas différer de leurs homologues retrouvés dans les souris sauvages. Les macrophages contiennent
de trés nombreuses inclusions avec des cellules (neutrophiles, plasmocytes, ...) a différents stades de
digestion. Leur contenu dans les souris sauvages comme dans les souris KO Pglc2 est tres

hétérogene.

Finalement, aucune différence nette ne ressort de la comparaison entre les souris KO Pglc2 et les

souris sauvages.

Le muscle squelettique

Concernant le muscle squelettique, le muscle transversal a été pris comme modeéle d’étude. A ce
jour, seule I'étude histologique a été effectuée (figure 58). Sur coupe entiére et a grossissement x20,
on distingue bien les différentes subdivisions du muscle a savoir les faisceaux et fibres musculaires.

L‘aspect et I'organisation générale de ce muscle ne semblent pas affectés chez les souris KO Pglc2.

Le cervelet

La cytoarchitectonie du cervelet ne présente aucune anomalie (figure 59). Les lobules sont bien
développés et le cortex semble intact. A plus fort grossissement, la couche des cellules de Purkinje se

distingue bien de la couche granulaire et les fibres myélinisées semblent en bon état.

Les images de microscopie électronique vont dans le méme sens (figure 60). Le corps cellulaire des
cellules de Purkinje posséde un gros noyau et il est riche en mitochondries et en réticulum
endoplasmique granuleux. A I’échelle ultrastructurale, le contenu en lysosome est riche et varié avec
la présence notamment de corps multivésiculaires. Les astrocytes sont en bon état tout comme les
cellules endothéliales. La myélinisation des axones semble normale et les terminaisons synaptiques

sont riches en vésicules synaptiques et en mitochondries.

Aucune différence nette ne ressort de la comparaison entre les souris KO Pglc2 et les souris

sauvages.
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Ctns KO Pqlc2 KO
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Figure 56 : Coupes histologiques de la rate.
A) Coupe entiére (x2.5). B) Pulpe rouge (RP) et pulpe blanche (WP) de la rate (x10). Chez les souris Ctns KO, la

pulpe blanche est envahie par des cellules nuclées (coloration violette). C) Centres germinaux (pulpe blanche) ;
x63. Apoptose accrue chez les souris Ctns KO (disques blancs indiqués par une fleche jaune) et légérement

accentuée chez les souris Pglc2 KO. D) Pulpe rouge. Hématopoiése accrue chez les souris Ctns KO (x63).
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Pqlc2 KO

Figure 57 : Analyse par microscopie électronique des types cellulaires majeurs de la rate.
N : noyau cellulaire.

A) Macrophage. B) A gauche pour chaque génotype: Granulocyte. A droite pour chaque génotype :

Mégacaryocyte. C) A gauche pour chaque génotype : Plasmocyte. A droite pour chaque génotype : Ultrastructure

des Plasmocytes. La fleche jaune indique la position d’un lysosome (Wt) ou autophagolysosome (Pglc2 KO).
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Figure 58 : Coupes histologiques du muscle squelettique.

A) Coupe entiére (x1.25). B) Faisceaux et fibres musculaires (x20).

Ctns KO Pglc2 KO

\ Tates 2§ N

v

Figure 59 : Coupes histologiques du cervelet.
A) Coupe entiére (x2.5). B) Cortex (x20). C) Fibres myélinisées (indiquées par un point noir) ; x63.
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Pqglc2 KO

Figure 60 : Analyse par microscopie électronique des types cellulaires majeurs du cervelet.
N : noyau cellulaire ; M : mitochondries.

A) Cellule de Purkinje. B) Ultrastructure des cellules de Purkinje. Les fleches oranges indiquent la présence de
lysosomes. Les fleches jaunes indiquent la présence de corps multivésiculaires. C) A gauche pour chaque
génotype : Astrocytes. A droite pour chaque génotype : Vaisseaux. Les fleches noires indiquent la position d’une
cellule endothéliale. D) A gauche pour chaque génotype : Gaines de myéline, apparaissant sous la forme de

fibres trés noires sur les images, entourant les axones. A droite pour chaque génotype : Terminaison axonale.
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Etude préliminaire de la rétine

L'ceil, et particulierement la rétine, est un autre organe souvent atteint dans les maladies
lysosomales. Nous avons donc inclus I'étude histologique de la rétine en collaboration avec Marc
Abitbol, chercheur au Centre de recherche des Cordeliers - UMRS 1138 de I’Université Paris

Descartes.

Les premieres coupes histologiques de rétine de souris Pglc2 KO ont révélé une anomalie dans

I'organisation de la rétine avec la présence de Iésions (figure 61.A).

A Pqlc2 KO Wt

Figure 61 : Coupes histologiques de la rétine.
A) Coupes histologiques de rétines de souris Wt et Pglc2 KO. Le fond génétique de ces souris est C57BL/6N. Les
fléches noires indiquent la présence d’anomalie dans I'organisation des couches de la rétine. La fleche jaune
indique la présence d’un vaisseau de grosse taille dans la rétine d’une souris Pglc2 KO. B) Figure extraite de
I’étude réalisée par Mattapallil et al. (Mattapallil et al., 2012). Coupes histologiques de souris de différents

fonds génétiques. Les fleches noires indiquent la présence d’anomalie dans |'organisation de la rétine chez les
souris C57BL/6N. Pas d’anomalies observées chez les souris C57BL/6).

Cependant, le fond génétique C57BL/6N présente une mutation (Rd8) dans le géne Crb1 a I’origine
du développement de lésions oculaires (Mattapallil et al., 2012); figure 61.B. Ces lésions sont
effectivement retrouvées dans les souris sauvages de méme fratrie que nos souris KO Pglc2 (figure
61.A). Il est donc difficile de conclure quant a la présence d’une anomalie de Iésions rétiniennes dans
les souris KO Pglc2. Il faudra réexaminer cette question sur un fond génétique dépourvu de la
mutation Rd8.
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On notera quand méme la présence de gros vaisseaux au niveau de la partie externe de la rétine chez
les souris KO Pglc2 qui est assez inhabituelle chez les souris. Mais encore une fois, il faudrait

s’affranchir de I'interférence possible avec Rd8 pour conclure.

Il sera intéressant de poursuivre I’étude de la rétine car un autre transporteur lysosomal appartenant
a une famille de transporteur de CAA, SLC7A14 (un paralogue de CAT1, CAT2, CAT3 et CAT4) est

associé a une pathologie rétinienne (Jaenecke et al., 2012; Jin et al., 2014).

Conclusion générale de I’étude histologique

L'analyse morphologique a différentes échelles (tissulaire, cellulaire, ultrastructurale) n’a pas révélé
de défaut associé a I'inactivation génétique de PQLC2, hormis peut-étre des défauts rétiniens qui
nécessitent cependant un plus grand nombre d’animaux et surtout de s’affranchir d’'une interférence

du fond génétique pour pouvoir conclure de maniéere claire.

1.5. Etude de lI'impact d’un jetine alimentaire sur le contenu
en métabolites du plasma sanguin

En l'absence de défauts morphologiques visibles, nous avons cherché a établir des défauts

fonctionnels induits par I'inactivation génétique de PQLC2.

PQLC2 représente une source de CAA pour le cytosol en assurant leur export de la lumiére
lysosomale. Il doit donc étre nécessaire pour mobiliser les CAA libérés par la protéolyse de

composants cellulaires lors du processus d’autophagie.

L'autophagie peut-étre basale (pour la maintenance cellulaire) ou induite. Par exemple, I'autophagie
est stimulée par une carence en acides aminés pour permettre ’lhoméostasie des acides aminés du
cytosol. Dans ces conditions induites, le réle attendu de PQLC2 dans le réapprovisionnement du
cytosol par les CAA issus des lysosomes doit étre exacerbé. La perte de PQLC2 devrait donc perturber

I’lhoméostasie des CAA intracellulaires.

A l'échelle de I'organisme, a la suite d’un jelne, cette perturbation doit se traduire par une
accumulation de CAA dans les tissus. lls seront en effet piégés dans les lysosomes et ne seront donc
pas métabolisés. De plus, cette perturbation doit, au contraire, induire une baisse prononcée des
CAA plasmatiques. En effet, I'autophagie induite se fait de maniere plus prononcée dans certains
tissus (muscle, foie) pour produire des acides aminés, qui sont ensuite redistribués par la circulation

sanguine vers d’autres organes, comme par exemple le cerveau.

Dans un premier temps, nous avons décidé de doser les acides aminés plasmatiques en réponse a un

jedne.
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Ce choix était renforcé par la description d’un défaut sélectif d’homéostasie des CAA plasmatiques,
mais pas des autres acides aminés, lorsque des souris déficientes pour les deux isoformes des canaux
TPC du lysosome sont soumis a un jeGne (Cang et al., 2013). Ces canaux contrdlant le potentiel de
membrane du lysosome, cet effet sélectif pourrait s’expliquer par la forte dépendance au potentiel

de I'activité de transport de PQLC2 (voir chapitre 1).

Résultats

Le protocole utilisé est adapté de I'étude de Ezaki J, et al. (Ezaki et al., 2011); voir chapitre
« Méthodes ».

Les échantillons plasmatiques de deux groupes de 4 souris males WT et KO Pglc2 pré-jeline et apres
24h de jelne ont été analysés par GC/MS-TOF par Francoise Gilard a la plateforme Métabolisme
Métabolome de I'IFR87. L’analyse métabolique du plasma a identifié 105 métabolites dont 66 ont été
sélectionnés pour I'analyse. Une analyse statistique a été effectuée pour comparer |'effet du jeline et
celui de la perte du géne Pglc2 sur les 66 métabolites plasmatiques testés (WT, KO, avant jelne (a),
pendant jeline (p)). Un des échantillons contenant le plasma d’une souris KO avant jeine (KOa) n’a

pas pu étre analysé.

La perte de poids des souris sur I’'ensemble du protocole est comprise entre 11 % et 18 % (tableau 4).
Cette perte est comparable ente les groupes de souris KO et WT (13 % +/- 1.0 contre 14 % +/- 1.5

respectivement ; n = 4 pour chaque groupe de souris ; p=1, test de Student).

poids j0 8h00 poids j0 10h00 poids j+1 10h00

poids j-1 8h00 (g) poids (g) % perte vs j-1 poids (g) % prise de poids vs -2h poids (g) % perte vs j-1 moyenne % perte

376 35,7 32,9 8 34 3 31,5 12
3 80 35,7 32 10 32,6 2 29,9 16
3 84 35,8 32,7 9 32,9 1 31 13
3 94 40,4 37,5 7 37 -1 35,2 13
481 34,2 29,9 13 30,7 3 28,2 18
383 40,6 36,8 9 37,3 1 35,5 13
392 38,6 355 8 35,6 0 34,4 11
393 36,2 33,3 8 33,6 1 31,9 12

Tableau 4 : Etude de la perte de poids liée au protocole de prélevement sanguin et de mise
ajedn.

Il n’y a pas de différences significatives observées entre la perte de poids des souris WT et KO (test de Student).

L’analyse en composante principale, qui permet de mettre en évidence, sans a priori, des différences
entre des groupes d’échantillons, est enthousiasmante car elle génere 4 nuages de points

correspondant aux 4 conditions testées (figure 62).
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Figure 62 : résultats de I'analyse en composante principale.

Vert et rouge : échantillons plasmatiques de souris sauvages avant (a) et pendant (p) le jeline, respectivement.
Bleu et jaune : échantillons plasmatiques de souris KO Pglc2 avant (a) et pendant (p) le jeline, respectivement.
Les chiffres intercalés dans les noms donnés aux points correspondent aux numéros des souris. Les

composantes principales 1 et 2 représentent a eux deux 47% de la dispersion totale des valeurs.

Effet du jetine Effet du génoype Effet du génotype sur le
Wta vs WTp Koa vs Kop Wta vs Koa WTp vs Kop jeﬁne
métabolite |p value métabolite |pvalue métabolite | p value métabolite |p value métabolite |p value
Pinitol 0,00289| Pinitol 0,00175|Oleic ac 0,04232|Malic ac 0,02430]alpha-cétoglu 0,0515
Glucose 1 0,00608(Glucose 0,00267 Fumaric ac 0,03762|Fumaric ac 0,0951
Glucaric | 0,00764|Glucaric | 0,01177 Myo-inositol 0,03795
Urea 0,02218|Urea 0,01243
Gulcopyr 0,01157( Palmitic ac 0,04081
Tagatose 1 0,01206
2,4bis OH-But 0,00895
Decanoic ac 0,00903
Palmitoleic 0,02800
Octanoic ac 0,00009
Benzoic ac 0,00148
Stearic ac 0,00256
Glycerol 3P 0,01575
Thr 0,02780
Met 0,04363
Pro 0,04564

Tableau 5 : Analyse de I'effet du jeline, du génotype et de I'effet du génotype sur le jelne.
Rose : le taux plasmatique du métabolite baisse avec le jeline. Vert : le taux plasmatique du métabolite
augmente avec le jeine. (a) avant le jeGine. (p) a 24h de jeline. Analyse statistique : un test de Student est
utilisé pour analyser I'effet du jeline ou du génotype (par paire pour I'analyse du jeline). Un test Anova a deux
facteurs est utilisé pour analyser I'effet du génotype sur le jeline.
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Figure 63 : histogrammes des moyennes des valeurs de chaque métabolite analysé pour
chaque condition.

Les valeurs mesurées correspondent aux aires des pics mesurées pour chagque métabolite identifié, rapportées
a l'aire de I'étalon interne. (a) avant le jeline. (p) a 24h de jeine. Cadres bleus : acides aminés cationiques (Arg ;
Lys, Orn). Cadres rouges : Métabolites pour lesquelles I'inactivation de Pglc2 semble avoir un effet sur leurs
taux plasmatiques suite au jeline.
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Les résultats obtenus sur I'ensemble des 66 métabolites analysés sont présentés sous la forme
d’histogrammes des moyennes obtenus pour chaque condition (figure 63). La GIn d1 n’a pas pu étre
vérifiée, les valeurs de GIn sont plus fiables. Les taux plasmatiques des métabolites qui sont
significativement influencés par le jeline, le génotype ou de I'effet du génotype sur le jeline sont

présentées dans le tableau 5.

Le protocole de jeline fait globalement baisser le taux plasmatique des sucres, des acides aminés et
de l'urée, et fait monter le taux plasmatique des acides gras (figure 63 et tableau 5). Cette derniere
réponse semble logique car, pendant le jelne, les souris puisent leur énergie dans I'utilisation des

graisses.

Concernant les acides aminés, chez les souris sauvages, cette baisse n’est en réalité significative que
pour quelques acides aminés : la thréonine, la méthionine et la proline (tableau 5 ; test de Student
par paire). Le jeline n’induit pas de baisse significative d’Arg (p=0.17 ; n=4) ou de Lys (p=0.17,
p=0.7, respectivement ; n=4) (figure 63, cadres bleus). C'est également le cas pour les souris KO
(p=0.35, p=0.75, respectivement ; n=3). Ces résultats sont assez_similaires de ceux observés sur les
acides aminés dans I'étude de Ezaki J, et al. (Ezaki et al., 2011). En effet, aprés une période de 24h de
jeline chez des souris sauvages, sur 18 acides aminés mesurés, ils observent une baisse importante
du taux en alanine, thréonine, méthionine, proline et asparagine (figure 65). Donc 3 acides aminés
sur 5 sont communs avec nos observations. Comme dans notre étude, les taux plasmatiques

d’arginine et de lysine évoluent peu.

Finalement, I'inactivation de Pglc2 semble avoir quelques effets sur la réponse au jeline (figure 63,
cadres rouges). Cependant, ces différences disparaissent lorsque I'on regarde I'évolution du taux de
ces métabolites pour chaque souris (figure 64). Aucune différence significative n’est ainsi observée

sur I'ensemble des métabolites étudiés (tableau 5, test Anova a deux facteurs).

Arginine Lysine A-ketoglutarate Fumarate
0,02 0,12 0,008 0,018
0,018 . *
0,007 0,016
0,016 0.1 - B
oo1s . . ¢ === 0,006 0,01
0,012 M — ' . 0,005 0,012
0,01 b<§ 0,06 0,004 oo
0,008 . oo 0,003 0,008 .
. X - 0,006 —
" WT Wi Wt
2 0,004
0,002 —-KO 0.2 - KO 0,001 - KO 0,002 — KO
N . ] o 1]
Controle 24h jeline Contréle 24h jeline Contréle 24h jeline Contréle 24h jeline

Figure 64 : Comparaison de I'’évolution individuelle du taux plasmatiques de I’arginine, la
lysine, de I’A-ketoglutarate et du fumarate suite au jelne chez les souris WT et KO pour
Pqlc2.
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Figure 65 : Résultats de I’étude réalisée par Ezaki et al. sur I’évolution du taux plasmatique
des acides aminés au cours du jeQne chez la souris (Ezaki et al., 2011).

Les mesures sont effectuées avant (t=0) et a différent temps d’un jeline de 36 h réalisé chez des souris
sauvages (rouge, Contrdle) et chez des souris dont I'autophagie est spécifiquement bloquée dans le foie (bleu,

tg7F/F

:Mx1).
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La conclusion de cette étude est que le plasma n’est pas le bon tissu pour répondre a la question
posée, c'est-a-dire le role de PQLC2 dans la mobilisation des réserves intracellulaires en CAA. C’est
d’autant plus vrai que I'inactivation sélective de I'autophagie dans le foie (figure 65, souris tg7"/ :Mx1)
analysé dans I'étude de Ezaki et al., a globalement peu d’effet sur I'évolution du taux plasmatique en
acides aminés. Il faudra donc se focaliser sur les CAA tissulaires dans le cadre de I'autophagie basale
(sans jeline), ou induite (avec jeine) en s’intéressant particulierement aux muscles et au foie qui sont
des organes actifs dans le catabolisme des protéines pour la production d’énergie lors de périodes de

carence (Mizushima et al., 2004; Ezaki et al., 2011).

Il faudra également réaliser ce type d’expérience avec un nombre plus élevé d’animaux. La perte
d’un échantillon pour les souris KO faisant passer le nombre d’échantillons a 3, il est difficile de

réaliser des analyses statistiques et donc d’observer des tendances nettes.
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2. Mise _en évidence d'une interaction
géneétique entre PQLC2 et la cystinosine

2.1. Motivation de ces travaux

Actuellement, le meilleur traitement médical contre la cystinose est I'utilisation de la cystéamine
(www.cystinosisresearch.org). Ce médicament réagit avec la cystine accumulée dans la lumiére du
lysosome des patients cystinotiques et génére un disulfure mixte cystéine-cystéamine reconnu et
exporté hors du lysosome par PQLC2 (Jézégou et al., 2012; Liu et al., 2012). Malgré la généralisation
de ce traitement chez les patients cystinotiques depuis 1994, l'identification de PQLC2 est trop
récente pour que I'on sache s’il est requis dans tous les aspects du traitement par la cystéamine,

notamment s’il intervient dans tous les organes.

La construction du modéle KO pour Pglc2 et le fait que cette inactivation n’induise pas d’effet majeur
offrent la possibilité d’obtenir des réponses a ces questions. En effet, nous avons a notre disposition
le modele murin de la cystinose développé par I'équipe de Corinne Antignac en 2002 (Cherqui et al.,
2002). Cette lignée, sur un fond génétique C57BL/6J, est KO pour le géne de la cystinosine (Ctns).
Cette lignée est viable et fertile. Il est donc en principe possible, en croisant les deux lignées,
d’obtenir un modele murin double KO pour Ctns et Pglc2 sur fond génétique C57BL/6 (précisément, il
s’agira d’un fond mixte C57BL/6J-C57BL/6N). Ainsi, en comparant 'effet de de la cystéamine sur des
souris KO Ctns et sur des souris double KO Pglc2-Ctns (PC), le rb6le de PQLC2 dans I'effet

thérapeutique de la cystéamine peut étre étudié dans chaque organe.

2.2. Stratégie de génotypage

Le génotypage de Pqlc2 utilise les amorces définies pour I'analyse du simple KO Pglc2 (figure 50). Le
génotypage de Ctns utilise les amorces et conditions déterminées dans I'article de I'étude de Cherqui
S et al. (Cherqui et al., 2002). Trois amorces sont utilisées afin d’amplifier I'alléle sauvage et/ou
I'allele muté. Un exemple de résultat de génotypage est présenté en figure 66. L'amplicon amplifié
par PCR de I’alléle sauvage possede une taille de 1085pb, celui de I'alléle muté possede une taille de
700pb.
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Figure 66 : gel d’électrophorese suite a I'amplification par PCR de I’alléle sauvage (bande
haute) ou mutée (basse) de Ctns.

2.3. Essai de production du double KO Pqlc2-Ctns et analyse
génotypique des croisements

Le premier croisement entre un male KO Ctns et une femelle KO Pglc2 a permis de générer des souris
hétérozygotes pour ces deux genes (Pglc2 +/- Ctns +/-). Ces souris ont été croisées entre elles afin
d’obtenir des souris double KO Pglc2-Ctns (simplement appelées par la suite « double KO »). Le

tableau 5 récapitule les effectifs obtenus pour ce type de croisement sur 'ensemble de ma thése.

Modeéles de transmission génétique des alléles Pglc2 et Ctns
létalité
Observé Mendélien embryc?nnaire létalité gamétigue double KO | létalité gamétigue double KO
ou périnatale | (spermatozoide OU owule) (spermatozoide ET owule)
du double KO
genotype effectif % % % % %
P+/+C+/+ 12 5 6 7 8 11
P+/+C+/- 32 12 13 13 17 22
P+/+C-/- 11 4 6 7 8 11
P+/-C+/+ 46 17 13 13 17 22
P+/-C+/- 98 37 25 27 25 22
P+/-C-/- 18 7 13 13 8 0
P-/-C+/+ 22 8 6 7 8 11
P-/-C+i/- 26 10 13 13 8 0
P-/-C-/- 0 0 6 0 0 0
total 265 100 100 100 100 100
test chi2 p<1E-06 p=1.7E-04 p=1.9E-04 p<1E-06

Tableau 6 : Effectifs de souris obtenus par génotype pour les croisements de parents
double hétérozygotes Pqlc2-Ctns.

Le cadre rouge met en évidence I'effectif nul des souris de génotype double KO Pqglc2-Ctns.

Le génotype double KO est associé a une 1étalité synthétique prénatale
ou périnatale

De maniere inattendue, aucun double KO n’a été observé dans la descendance. Il existe donc une
|étalité synthétique associée a I'inactivation de ces deux genes. Or, les lignées KO Pglc2 ou KO Ctns
sont viables et fertiles (Cherqui et al., 2002; Nevo et al., 2010) (voir la section sur le modele murin KO

Pqlc2). C'est donc l'interaction génétique entre les deux transporteurs lysosomaux qui est létalle.
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Afin d’analyser cette interaction, nous avons comparé les effectifs observés avec différents modeles
de transmission génétique : Mendélien ; avec létalité synthétique embryonnaire ou périnatale ; avec
|étalité de I'une ou I'autre gamete haploide de génotype double KO ; et avec |étalité gamétique des

deux gametes de génotype double KO (tableau 6).

Le modele Mendélien est stochastique, il considere que la probabilité de transmission de chaque
allele est identique. On peut donc estimer une probabilité d’apparition pour chaque génotype,
exprimée en pourcentage. Ces pourcentages permettent de générer des effectifs théoriques que I’'on
peut comparer a I'aide d’un test statistique du chi-2 aux effectifs réellement observés. La probabilité

que la transmission génétique des alleles suive le modéle proposé peut ainsi étre testée.

Ces pourcentages sont présentés dans le tableau 6 dans la colonne du modéle Mendélien. Au vu du
nombre de souris obtenues, nous aurions d{ voir naitre 16 souris avec le génotype double KO (6 % de
265) ou au moins 12 approximativement, si I'on considere I'effectif de souriceaux doublement
sauvages, qui ont la méme probabilité mendélienne. Le modéle de transmission mendélien est rejeté

par le test statistique du chi-2 (p < 1E-06). La létalité est donc hautement significative.

Le génotypage des souris est réalisé sur des souris ayant atteint un 4ge minimal de 6 jours. La double
mutation est donc létale a un stade prénatal ou périnatal (chez les souris, indépendamment du
génotype, la mortalité postnatale des premiers jours est fréquente ; c’est le cas dans notre élevage).
Nous avons cherché a préciser ce stade en confrontant les résultats des croisements a plusieurs

modeles de |étalité synthétique.

L’hypothése de Iétalité embryonnaire ou périnatale des doubles KO est simple a modéliser. Il suffit de
considérer que la probabilité d’observer un génotype double KO est nulle et de calculer les nouvelles
probabilités d’apparition de tous les autres génotypes. Ces probabilités, exprimées sous la forme de
pourcentages, sont présentées dans le tableau 6 dans la colonne dédiée a ce modele. Un test
statistique du chi2 est a nouveau utilisé afin de comparer les effectifs théoriques du modéle aux
effectifs observés. Méme si les effectifs des génotypes proposés par ce modele semblent plus proche
des effectifs observés que ceux proposés par le modele de transmission Mendélien, il est a nouveau
rejeté (p = 1.7E-4).

Si la présence des deux mutations est létale au stade haploide, chez les gamétes males ET/OU
femelles, alors il sera impossible d’obtenir des souris double KO. Nous avons donc également testé
ces deux hypothéses (#1 : ET ; #2 : OU). Les proportions des effectifs de génotype obtenus suivant ces
deux modeles sont présentés dans le tableau 6 dans les deux derniéres colonnes. Ces deux modeles

sont clairement rejetés par le test chi-2 (p < 2E-4 et p < 10E-6, respectivement).

Ainsi, tous ces modeles « simples » ne permettent pas d’expliquer les effectifs des génotypes issus de
ces croisements de souris doubles hétérozygotes. Il a donc fallu envisager d’autres pistes plus

complexes.
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Analyse de l'interaction génétique de PQLC2 et de la cystinosine en
fonction du sexe

La létalité synthétique prénatale pourrait étre dépendante du sexe. En effet, la transmission de
I'allele mutée de Pqglc2 est altérée chez les males (voir la section sur le modéle murin KO Pglc2). Nous

avons donc comparé les effectifs des différents génotypes obtenus pour chaque sexe (tableau 7).

effectifs

génotype male femelle
P+/+C+/+ 5 4
P+/+C+/- 18 13
P+/+C-/- 6 4
P+/-C+/+ 21 21
P+/-C+/- 44 54
P+/-C-/- 7 5
P-/-C+/+ 12 8
P-/-C+/- 16 12
P-/-C-/- 0 0

total 129 121

test chi2 p=0,8036

Tableau 7 : Effectifs de souris obtenus par génotype et par sexe pour les croisements de
parents double hétérozygotes Pqlc2-Ctns.

Cependant, il n'y a pas de différences observées entre les effectifs des génotypes males et femelles
(p=0,8 ; test chi2 d’homogénéité). L'interaction génétique de PQLC2 et de la cystinosine n’est donc

pas liée au sexe.

Il existe un « effet dosage » du nombre d’alleles mutés

Une procédure pour analyser plus globalement la transmission génétique de ces deux alleles mutés
est de normaliser les effectifs observés par rapport aux effectifs théoriques Mendéliens (figure 67.A).
L'analyse de ces résultats reste complexe. Cependant, on peut, a titre provisoire, voir dans cette

complexité deux phénomeénes :

1) Un déficit d’effectif de tous les animaux Pglc2 +/+. Comme les fonds génétiques des deux lignées
parentales étaient légérement différents (C57BL/6N et C57BL/6J pour Pglc2 et Ctns, respectivement),
cela pourrait étre di a I'existence d’un SNP (Single-Nucleotide Polymorphism) ou d”’autres variations
voisines du géne Pqlc2 entre les deux fonds génétiques (Simon et al., 2013). Ces variations pourraient

affecter,par exemple, le développement ou la survie embryonnaire.

2) Un effet de dosage de génes conduisant a la |étalité synthétique qui peut étre totale ou partielle
selon le nombre d’alleles mutés. Ce « dosage » comporte aussi un effet de seuil : il en faut un
nombre minimum de trois pour que la létalité s’exrpime (figure 67.B et C). Ce déficit d’effectif dans
les génotypes comportant 3 alleles mutés est manifest, par exemple, lorsque I'on compare les

animaux Pqlc2 +/- Ctns -/- (7% de |’effectif total), avec ceux de génotype Pglc2 +/- Ctns +/+ (17%) qui
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auraient d( apparaitre avec la méme fréquence. De la méme maniére, le génotype Pqlc2 -/- Ctns +/-
(10%) a quasiment la méme fréquence que le génotype Pglc2 -/- Ctns +/+ (8%) alors qu’il aurait d{

étre deux fois plus abondant.

Quoi qu'’il en soit, a ce stade, on peut clairement affirmer qu’il existe une interaction génétique entre
PQLC2 et la cystinosine (épistasie) qui aboutit a une létalité synthétique totalement pénétrante
quand le double KO est complet. Le stade a laquelle elle intervient reste a déterminer (gamétique,
embryonnaire, périnatal). De plus, cette |étalité synthétique semble sensible a un effet de dosage du
nombre d’alleles mutés, avec une létalité synthétique partielle chez les souris porteuses de 3 alléles

mutés.
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Figure 67 : Analyse de la distribution des génotypes issus des croisements d’animaux
doublement hétérozygotes Pqlc2-Ctns.
A) Normalisation des effectifs observés par rapport au modéle de transmission Mendélien. Une valeur de 1

signifie que I'effectif observé est identique a I'effectif Mendélien. La fleche bleue met en évidence le défaut
d’effectif des génotypes sauvages pour Pglc2 (P+/+). Le cercle noir indique un défaut d’effectif des génotypes

présentant au moins 3 alléles mutés. B) La normalisation des effectifs observés par rapport & Mendel et a leur

équivalent Ctns sauvage (+/+) fait apparaitre un effet de « dosage » du nombre d’alléle mutés : un défaut de
50% de I'effectif attendu apparait a partir de 3 alleles mutés. Ce défaut atteint 100% si les 4 alleles sont mutés.

C) Ce modele de transmission se rapproche d’un modéle théorique d’épistasie entre deux locus avec effet de
seuil (d’apres Li and Reich, 2000).
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2.4. Confirmation du phénotype de Ilétalité synthétique

Compte tenu de la complexité des résultats des croisements d’animaux doublement hétérozygotes,
et pour diminuer le nombre de croisements nécessaires, nous avons cherché a confirmer
I'interaction entre les génes Pglc2 et Ctns en effectuant des croisements simplifiés entre deux

partenaires possédant 3 alleles mutés (3-mut pour simplifier).

Il y a 4 croisements de souris 3-mut possibles. Nous appellerons croisements « symétriques » ceux
ou le male et la femelle possédent le méme génotype. Les croisements « asymétriques » sont ceux
ou le male possede un seul allele muté pour le gene retrouvé KO chez la femelle, et la femelle un seul
allele muté pour le géne retrouvé KO chez le male. Il existe ainsi deux possibilités : les croisements ou
le male est KO pour le gene Pglc2 et hétérozygote pour Ctns tandis que la femelle est KO pour Ctns et

hétérozygote pour Pglc2, et |a situation réciproque.

Croisements asymétriques

Les résultats des deux possibilités de croisements asymétriques sont présentés dans les tableaux 8 et
9. Les effectifs des génotypes issus de ces deux croisements doivent étre identiques si l'interaction

des deux mutations est sans effet (voir la colonne du modele Mendélien dans ces deux tableaux).

Male P-/- C+/- x Femelle P+/- C -/- Modéles de transmission génétique des alleles Pglc2 et Ctns
letalite etalite -
. . embryonnaire ou . [étalité ovule
Observés Mendélien L spermatozoide
périnatale du double KO double KO
double KO
genotype effectif % % % % %
P+/- C+/- 29 57 25 33 50 50
P+/- C-/- 6 12 25 33 0 50
P-/- C+/- 16 31 25 33 50 0
P-/- C-/- 0 0 25 0 0 0
total 51 100 100 100 100 100
test chi2 p<1E-06 p=6.6E-04 p<1E-06 p<1E-06

Tableau 8 : Effectifs de souris obtenus par génotype pour les croisements asymétriques
Male Pgqlc2 -/- Ctns +/- x Femelle Pqlc2 +/- Ctns -/-

Concernant le croisement « Male Pqlc2 -/- Ctns +/- x Femelle Pqglc2 +/- Ctns -/- » (tableau 8), a
nouveau, aucun double KO n’est observé. De plus, les effectifs des génotypes 3-mut sont réduits
comparé a celui du génotype doublement hétérozygote. Cet effet est plus prononcé pour le

génotype Pglc2 +/- Ctns -/-, ce qui était déja le cas dans le croisement précédent.
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Ces croisements confirment donc les observations faites dans le croisement antérieur : la létalité
synthétique est totalement pénétrante pour les doubles KO et partielle chez les animaux 3-mut. Les
différents modeles de transmission génétique préalablement testés sont a nouveau tous rejetés,
mais cela reflete simplement le fait que nous n’avons pas considéré I'effet de dosage de génes dans

les modeles testés.

Male P+/- C-/- x Femelle P-/- C +/- Modeles de transmission génétique des alléles Pqglc2 et Ctns
létalité et
. [étalité iz
. - embryonnaire ou . [étalité ovule
Observés Mendélien L spermatozoide
périnatale du double KO double KO
double KO
genotype effectif % % % % %
P+/- C+/- 9 35 25 33 50 50
P+/- C-/- 5 19 25 33 50 0
P-/- C+/- 12 46 25 33 0 50
P-/- C-/- 0 0 25 0 0 0
total 26 100 100 100 100 100
test chi2 p=6E-03 p=0.24 p<1E-06 p<1E-06

Tableau 9 : Effectifs de souris obtenus par génotype pour les croisements asymétriques
Male Pqlc2 +/- Ctns -/- x Femelle Pqlc2 -/- Ctns +/-

Les résultats du croisement « Male Pglc2 +/- Ctns -/- x Femelle Pqlc2 -/- Ctns +/- » (tableau 9)
confirment une fois encore la présence d’une létalité synthétique totale pour le double KO. La létalité
synthétique partielle n’est cependant observé que pour le génotype Pglc2 +/- Ctns -/-. L'effectif du
génotype Pglc2 -/- Ctns +/- est cette fois ci supérieur a l'effectif du génotype doublement
hétérozygote. Cette tendance confirme ce qui avait été observé précédemment, a savoir que la
|étalité synthétique partielle est plus prononcée pour le KO du gene Ctns hétérozygote que pour le

géne Pqlc2.

Cette fois ci, le modele de transmission génétique de létalité embryonnaire ou périnatale du double

KO n’est pas rejeté (p = 0.24) alors que les autres modeéles le sont.

Pour ce dernier croisement, il faudra confirmer ces informations en augmentant I'effectif total de

I’expérience car I'effectif actuel (n=26) est faible.

Ces deux premiers croisements confirment donc la |étalité synthétique totalement pénétrante pour
les doubles KO, et partielle chez les animaux 3-mut avec un effet plus fort chez le génotype Pglc2 +/-
Ctns -/-. Ces résultats suggeérent également que la létalité des doubles KO intervient durant le
développement embryonnaire ou dans la période périnatale, car les modeles de |étalité gamétique

sont rejetés avec une possibilité beaucoup plus basse.
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Croisements symétriques

Les résultats des deux possibilités de croisements symétriques sont présentés dans les tableaux 10 et

11. Le fait que les proportions des génotypes observés dans les deux croisements soient strictement
identiques est un hasard.

Male P-/- C+/- x Femelle P-/- C +/- Modeles de transmission génétique des alleles Pqic2
et Ctns
létalité |étalité gamétique
. - embryonnaire ou double KO
Observes Mendelien périnatale du (spermatozoide OU
double KO owle)
genotype effectif % % % %
P-/- C+/+ 18 44 25 33 50
P-/- C+/- 23 56 50 67 50
P-/- C-/- 0 0 25 0 0
total 41 100 100 100 100
test chi2 p=2.7E-04 p=0.36 p=0.74

Tableau 10 : Effectifs de souris obtenus par génotype pour les croisements symétriques
Male Pqlc2 -/- Ctns +/- x Femelle Pqlc2 -/- Ctns +/-

Male P+/- Co/- x Femelle P4/~ C -/- Modeéles de transmission génétique des alléles Pglc2
et Cins
[étalité létalité gamétique
. - embryonnaire ou double KO
Observés
iaidzlen périnatale du (spermatozoide OU
double KO owle)
genotype effectif % % % %
P+/+ C-/- 13 34 25 33 50
P+/- C-/- 25 66 50 67 50
P-/- C-/- 0 0 25 0 0
total 38 100 100 100 100
test chi2 p=1.8E-03 p=0.99 p=0.15

Tableau 11 : Effectifs de souris obtenus par génotype pour les croisements symétriques
Male Pqlc2 +/- Ctns -/- x Femelle Pqlc2 +/- Ctns -/-

La létalité synthétique totalement pénétrante pour les doubles KO est a nouveau confirmée. Les
modeles de létalité embryonnaire ne sont pas rejetés, de méme que les modeles de létalité

gamétique. Par contre, a la différence des observations faites sur les croisements asymétriques,
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I'effet de dosage des alleéles mutés est plus atténuée, voir disparait sur le croisement Male Pqlc2 +/-
Ctns -/- x Femelle Pglc2 +/- Ctns -/-. En effet, pour ce croisements symétrique, les effectifs des
génotypes 3-mut suivent strictement ceux estimés par le modéle de létalité embryonnaire ou
périnatale simple, c'est-a-dire sans létalité partielle des génotypes 3-mut. Pour l'instant, nous

n’avons pas d’explication pour cette derniere observation.

Conclusion sur les croisements simplifiés

A nouveau, les effets a I'origine des différences observées entre ces 4 types de croisements semblent
multifactoriels et complexes. Mes résultats suggerent que la létalité n’est pas gamétique. Elle

interviendrait donc durant le développement embryonnaire ou a une période périnatale.

En conclusion, au moins 4 facteurs semblent affecter I'effet concerté de ces deux mutations : le
génotype des parents, une synergie entre les deux mutations, un effet de dosage du nombre d’alléles
mutés et le fond génétique (C57BL/6J ou N). Le génotype des parents a un fort impact sur I'effet de
dosage pour une raison incomprise. Les embryons qui semblent le plus impactés parmi les
génotypes 3-mut sont ceux qui sont KO pour le géne Ctns et hétérozygotes pour Pglc2. Le mécanisme

possible sous-jacent a I'interaction entre le géne Pqlc2 et Ctns sera discuté a la fin de ce chapitre.

2.5. Preuve directe du stade embryonnaire de la létalité
synthétique

Afin de déterminer la période de |étalité des embryons ou nouveau nés, nous avons décidé d’étudier
les embryons de souris issus de croisements simplifiés 3-mut. Pour des raisons pratiques (production
d’animaux limitée), nous n’avons pas pu effectuer cette étude dans le cadre de croisements
asymétriques. L’analyse de la létalité partielle (effet dosage) dans des conditions optimales (Pglc2 -/-
Ctns +/- x Femelle Pqlc2 +/- Ctns -/- ; tableau 8) n’a donc pas pu étre réalisée. Cette étude a donc été

réalisée dans le cadre de croisements symétriques Pqlc2 -/- Ctns +/-.

Les femelles sont mises en accouplement une nuit avec un male et sont retirées de la cage
d’accouplement le lendemain. Le suivi du poids pendant les 10 premiers jours post-accouplement
permet de détecter si les femelles sont gestantes. 12 jours apres I'accouplement, les femelles sont
sacrifiées et l'utérus est extrait afin d’étudier un a un les embryons qu’il contient. A l'issu de

I’observation, un petit fragment de I'embryon est prélevé afin d’effectuer un génotypage.

Les résultats préliminaires de cette étude sont présentés dans la figure 68.
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A

Male P-/- C+/- x Femelle P-/- C +/-

Effectifs
genotype Observes Théoriques (Mendéle)
P-/- C+/+ 5 4.25
P-/- C+/- 8 8.5
P-/- C-/- 4 4.25
total 17 17
test chi2 p=0.92

C

Figure 68 : Le développement embryonnaire des double KO atteint le stade E12, avec de
fortes anomalies.

A) Tableau de croisement comparant les effectifs des génotypes embryonnaires obtenus aux effectifs
théoriques selon la transmission génétique Mendélienne. Test chi-2 de conformité. B) Photo comparative d’un

embryon Pglc2 KO et d’un embryon Pglc2-Ctns double KO issus de la méme porté au stade E12. C) Embryon
double KO observé au stade E12. La fleche blanche indique la position de la téte. La barre d’échelle (blanche)
correspond a une taille de 4 mm. Droite : Photo de face. Gauche : photo de profil. D) Nouveau-né découvert

mort dans une cage par une animaliére. La téte (fleche blanche) est anormale. Il a été photographié apres
congélation.

Jusqu’a présent, sur les 17 embryons étudiés (3 femelles sacrifiées), 4 embryons double KO ont été
observés. Les proportions des effectifs de génotypes sont tres proches de celles observées dans le

cadre d’une transmission mendélienne (figure 68.A ; p = 0.92).

Sur les 4 embryons double KO observés, 2 n’ont pas pu étre étudiés car ils ont été détériorés durant

leur séparation du placenta, et deux autres ont été extraits intacts.

Le premier embryon (figure 68.B) semble dans un état de nécrose avancé. L’orientation du corps et
I'identification de la téte étaient impossibles. De plus, sa taille était fortement réduite comparés aux

autres embryons de la portée (embryons non double KO).
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Le deuxiéme embryon était le seul embryon de la portée a s’étre développé. Il n’a donc pas pu étre
comparé a des embryons de génotype différent. La taille était cependant comparable aux embryons
de génotype différent et de méme stade des autres portées. Le développement de la téte est
fortement altéré (figure 68.C). Vu de face, elle peut faire penser a une organisation en forme de
chou. Le reste du corps semble bien développé. Le cceur battait a une fréquence estimée

approximativement a 80 battements par seconde.

Par hasard, un nouveau-né mort issu d’un croisement double hétérozygote a été découvert dans une
cage d’accouplement de notre animalerie (figure 68.D). La téte de ce nouveau-né est anormale, et on
ne peut malheureusement pas dire si ce phénotype est di a un probléme développemental, s’il a été
abimé par les autres souris présentes dans la cage, ou si le prélevement a I'aide de pinces par

I"animaliere qui I’'a découvert I'a détérioré.

Ces résultats préliminaires trées encourageants confirment le stade de l|étalité embryonnaire du
double KO. A priori, a E12, les embryons double KO sont encore tous présents mais dans des états
probablement incompatibles avec leur survie. Le faisceau d’observations sur la détérioration
sélective de la téte permet de poser [|'hypothése d’une altération physiologique ou

développementale spécifique de cette partie du corps.

2.6. La létalité synthétique est-elle due a [activité de
transport des deux protéines lysosomales ?

Principe de I'expérience

L'inactivation d’un transporteur lysosomal prive la cellule d’'une source du métabolite transporté :
son recyclage pat le catabolisme cellulaire. Dans le cas de PQLC2 ou de la cystinosine, la
supplémentation dans I'eau de boisson du substrat déficient (CAA ou cystine, respectivement)
pourrait corriger ce déficit et ainsi corriger le phénotype de |étalité synthétique. Nous avons donc
effectué des expériences de supplémentation pour évaluer indirectement si la létalité synthétique du

double KO provient d’un déficit d’efflux lysosomal d’un CAA particulier ou de la cystine.

Comme la correction par la supplémentation en acides aminés peut étre trés partielle, nous avons
effectué ces expériences de sauvetage (« rescue ») sur des croisements asymétriques pour tester
I'effet de la supplémentation non seulement sur le double KO total, mais aussi sur la |étalité partielle
des génotypes 3-mut, et avoir ainsi une meilleur sensibilité de détection de I'effet correcteur (la

|étalité partielle est visible).

Résultats

Pour l'instant, ces expériences de supplémentation n’ont été effectuées qu’avec I'arginine sur les

deux types de croisements asymétriques possibles.
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L’arginine est ajoutée dans I'eau de boisson a hauteur de 5.5 g/L (arginine monohydrochloride,
Sigma-Aldrich). Cette valeur est adaptée de I'étude de Green et al. (Greene et al., 2012) qui
s’'intéresse a I'effet d’une supplémentation en arginine pendant la gestation sur les performances
reproductives des souris. Cette supplémentation augmente d’un facteur 2 la quantité d’arginine
ingérée pour atteindre une valeur proche de 50 mg par jour pour une souris adulte de 22 g (dose

classique utilisée dans la littérature qui étudie I'effet d’'une supplémentation en arginine).
Les résultats obtenus sont présentés dans les tableaux 12 et 13.

Male P-/- C+/- x Femelle P+/- C -/-

létalité
. sans
supplémentation en Arg emt{r)'/onnawe supplémentation
ou périnatale du en Arg
double KO

genotype effectif % % %
P+/- C+/- 8 32 33 57
P+/- C-/- 8 32 33 12
P-/- C+/- 9 36 33 31
P-/- C-/- 0 0 0 0
total 25 100 100 100

test chi2 p=0.99 p=0.05

Tableau 12 : Effet de la supplémentation en arginine sur les croisements asymétriques
Male Pqlc2 -/- Ctns +/- x Femelle Pqlc2 +/- Ctns -/-

Les cadres rouges mettent en évidence la correction des proportions de génotypes Pqlc2 +/- Ctns -/- par
I'arginine. Le test de chi-2 d’homogénéité a été utilisé pour la comparaison des effectifs observés sans et avec
supplémentation en Arg.

Male P+/- C-/- x Femelle P-/- C +/-

létalité
. sans
. . embryonnaire ou . .
supplémentation en Arg L supplémentation
périnatale du on Ar
double KO 9
genotype effectif % % %
P+/- C+/- 17 36 33 35
P+/- C-/- 12 26 33 19
P-/- C+/- 18 38 33 46
P-/- C-/- 0 0 0 0
total 47 100 99 100
test chi2 p=0.99 p=0.76

Tableau 13 : Effet de la supplémentation en arginine sur les croisements asymétriques
Male Pqlc2 +/- Ctns -/- x Femelle Pqlc2 -/- Ctns +/-

Les cadres rouges mettent en évidence les proportions de génotypes Pglc2 +/- Ctns -/- qui sont corrigés par la
supplémentation en Arg dans les croisements Male Pglc2 -/- Ctns +/- x Femelle Pqlc2 +/- Ctns -/-. Le test de

chi2 d’homogénéité a été utilisé pour la comparaison des effectifs observés sans et avec supplémentation en
Arg.
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Pour les croisements asymétriques Male Pglc2 -/- Ctns +/- x Femelle Pglc2 +/- Ctns -/- (tableau 12), la
supplémentation n’affecte pas le phénoméne de létalité synthétique totale des doubles KO. En
revanche, elle corrige entiérement les |étalités synthétiques partielles du génotype Pqlc2 +/- Ctns -/-
(p =0.05).

Le croisement asymétrique complémentaire est moins adapté pour observer cette correction car la

|étalité synthétique partielle est moins forte dans cette configuration de croisement.

Ces résultats préliminaires sont trés encourageants car ils suggerent qu’a relativement faible dose,
un substrat de I'un des deux transporteurs mutés peut corriger partiellement le phénotype de létalité
synthétique. Ils montrent ainsi un lien direct entre la fonction de réapprovisionnement du
cytoplasme en Arg par PQLC2 et le phénomene de létalité synthétique observé. Aux doses que nous
avons utilisées, seule la létalité synthétique partielle de I'un des génotypes 3-mut semble corrigée.
Une augmentation de la dose pourrait peut-étre permettre de corriger également la |étalité
synthétique totale du double KO. Cette hypothése est actuellement en train d’étre testée dans mon

laboratoire.

Des expériences de supplémentation avec d’autres substrats vont étre mises en place pour continuer
cette étude. Ainsi, des supplémentations en Lys, His ou un mélange des 3 CAA vont étre réalisées
pour suppléer le réle cellulaire de PQLC2. Pour la cystinosine, des composés comme la N-
acétylcystéine (la cystine exportée du lysosome étant immédiatement réduite en cystéine) seront

testés.

2.7. Interprétation des résultats obtenus

La létalité synthétique des génes Pqlc2 et Ctns indique I'existence d’une « coopération » de PQLC2 et

de la cystinosine dans un processus ou une fonction commune.

Comme les alleles mutés des deux génes inactivent complétement la protéine correspondante, I'idée
qgue PQLC2 et la cystinosine interviennent en série dans ce processus commun est écartée. Il reste
ainsi deux possibilités : une redondance des fonctions moléculaires des deux transporteurs, ou une

convergence de leurs activités distinctes vers un processus commun.

Hypothese de convergence biochimique des fonctions moléculaires de
PQLC2 et de la cystinosine

La redondance, c'est-a-dire I’hypothése d’'un substrat lysosomal commun pour ces deux

transporteurs, est peu probable étant donné leur sélectivité tres différente (figure 69).
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Figure 69 : Comparaison de la sélectivité de substrat de la cystinosine et de PQLC2
Gauche : Expériences de TEVC sur la cystinosine (Ruivo et al., 2012). Droite : Expériences biochimiques de
compétition sur PQLC2 (Jézégou et al., 2012).

L’hypothése d’une convergence entr el’activité de transport de CAA de PQLC2 et celle de transport

de cystine de la cystinosine peut étre envisagée d’au moins deux maniéres :

1) une premiere possibilité se base sur le réle de PQLC2 comme « voie de secours » de I'efflux de la
cystine lysosomale dans le traitement de la cystinose. La cystéamine est un composé naturel produit
en faible quantité. Ainsi, le mécanisme de déplétion de cystine impliqué dans le traitement des
patients cystinotiques pourrait aussi se produire de maniére spontanée chez les patients non traités
ou chez les souris KO Ctns non traitées. Autrement dit, la fonction commune pourrait étre la
déplétion lysosomale de cystine assurée directement par la cystinosine, ou indirectement par la
cystéamine et PQLC2. Cependant, une telle hypothese a déja été testée de maniere fortuite. En effet,
une lignée de souris double KO pour Ctns et Vnnl, qui code pour la Vanine, 'unique enzyme de
synthése de la cystéamine, a été générée. Elle est viable et sans complications apparente par rapport
au modele Ctns (données non publiées de Daryl Okamura, MD au Seattle Children’s Hospital). Un
autre mécanisme entre donc probablement en jeu pour expliquer la létalité synthétique des génes

Pqlc2 et Ctns.

2) Par des recherches bibliographiques, mon directeur de thése a identifié un point de convergence
entre le devenir des substrats exportés par les deux transporteurs mutés. En effet, il est apparu que
I'arginine et la cystine sont impliqués toutes deux dans la protection des thiols des protéines contre
des dommages oxydatifs irréversibles. En effet, la cystine et I'arginine sont deux précurseurs
métaboliques a la synthése d’antioxydants, respectivement le glutathion [GSH] et le monoxyde
d’azote [NO], qui interviennent dans la protection des thiols contre une oxydation irréversible
(Martinez-Ruiz and Lamas, 2007) ; figure 70. Il est donc possible que I'altération de ces deux voies de
protection contre le stress oxydant chez les souris double KO soit a l'origine de cette létalité
embryonnaire. Si cela est vrai, nos travaux mettraientt en évidence un nouveau role des lysosomes

comme ligne de défense contre un effet particulier du stress oxydatif.
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Figure 70 : Hypothése postulant des roles synergiques et convergents de la cystinosine et

de PQLC2 dans la protection des thiols contre le stress oxydatif.

Les activités de transport lysosomal de la cystinosine et de PQLC2 convergent vers une protection des
groupements thiols des protéines contre les dommages causés par le stress oxydatif. La cystinosine fournit la
cystine cytosolique nécessaire a la synthese de glutathion (GSH) (voie métabolique jaune), alors que PQLC2
fournit I’Arg, un précurseur d’oxyde nitrique (NO) (voie métabolique bleue). Le GSH et le NO coopérent (fleches
vertes) dans la protection des groupements thiols faiblement oxydés (état d’oxydation +1 qui est réversible ;
Cys Sulfenic acid), afin de prévenir une oxydation irréversible et délétere pour la protéine. En effet, alors que
I'oxydation en acide sulfénique est réversible, des états d’oxydations supérieurs ne le sont pas (état
d’oxydation +2 : sulfinic acid ; état d’oxydation +3 : sulfonic acid). La modification des résidus Cys dans des
états oxydés reversibles (S-nitrosylation et S-glutathionlylation) par l'utilisation du NO et de la GSH,
respectivement, constitue ainsi une premieére ligne de défense contre les chocs oxydatifs.

Les S-nitrosylation et S-glutathionlylation sont réversibles. Ainsi, lorsque le stress oxydatif n’est plus présent,
ces modifications sont reversées et permettent a la protéine de retrouver son activité d’origine. A l'inverse,
lorsque cette premiere ligne de défense est affaiblie, des dommages oxydatifs irréversibles ont lieu, générant
une altération massive des protéines de la cellule nécessitant alors leur dégradation par protéolyse et leur
remplacement par protéosynthése.

Schéma adapté de Martinez et al. par Yann Terres, étudiant en Master 2 (Martinez-Ruiz and Lamas, 2007).
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Hypotheése sur I'origine de la 1étalité embryonnaire

L'hypothese biochimique précédente permet d’expliquer comment PQLC2 et la cystinosine
pourraient coopérer dans un processus cellulaire commun. Cependant, cela n’explique pas pourquoi

la disruption de ce processus chez le double KO induirait une létalité embryonnaire.

Plusieurs observations trouvées dans la littérature ou dans nos croisements Pglc2-Ctns offrent des
pistes pour expliquer pourquoi la coopération entre PQLC2 et la cystinosine jouerait un réle

particulier chez 'embryon.

Tout d’abord, il existe un décalage net entre la survie des souris Pglc2 +/- Ctns -/- pendant le
développement embryonnaire et a I’age adulte. En effet, ce génotype est a 'origine d’une létalité
partielle forte durant le développement embryonnaire avec une chute des effectifs observés de plus
de 50 % comparé a une transmission génétique mendélienne classique. Or, les souris qui échappent a
cette létalité synthétique ne semblent pas avoir de probleme de santé particulier et atteignent sans
probléme I’dge de 2 ans dans notre animalerie (ces animaux sont toujours vivants). Cette observation
suggere l'existence d’une période critique du développement dans laquelle la coopération entre

PQLC2 et la cystinosine est particulierement importante.

Par ailleurs, une mortalité embryonnaire est observée chez plusieurs modéles de souris KO pour des
enzymes impliquée dans la voie de synthése ou dans I'utilisation du glutathion (Ufer, 2011). Ce point

montre que le glutathion joue un réle critique a certains stades de développement embryonnaire.

Enfin, chez les mammiferes, I'embryon est exposé a de nombreux changements environnementaux.
La teneur en oxygene en est un, notamment durant la mise en place de la connexion entre le

systéme circulatoire de 'embryon et celui de la mére (figure 71) (Ufer, 2011).

L'ensemble de ces données suggerent que PQLC2 et la cystinosine pourrait jouer un réle synergique
dans la protection contre le stress oxydatif intervenant de maniére aiglie dans des phases critiques
du développement embryonnaire, notamment lors de la mise en place de la circulation foeto-

maternelle.
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Figure 71: Evolution du taux d’oxygénation de I'environnement embryonnaire lors du

développement embryonnaire

Durant la fenétre de développement embryonnaire de E9 a E14 et durant la mise en place de la connexion

entre le systeme circulatoire de I'embryon et celui de la meére, le niveau d’oxygene de I'environnement de

I’embryon est augmenté d’un facteur 4. D’apres Ufer et Wang (Ufer, 2011).
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Conclusions et perspectives

Les deux axes de recherches de ma thése étaient I’étude du mécanisme de transport de PQLC2 a

I’échelle moléculaire, et I'’étude de son réle physiologique a I’échelle de I'organisme.

Mes résultats sur la caractérisation fonctionnelle de PQLC2 indiquent clairement que c’est un
uniporteur d’acides aminés cationiques fortement influencé par le potentiel de membrane. lls
démasquent ainsi la singularité de son mode de transport vis-a-vis des autres transporteurs du
lysosome, qui sont majoritairement couplés au gradient de proton. Ils mettent également a jour une
propriété originale de trans-stimulation sélective de PQLC2 (« effet trans »), indépendamment de
I'identité du CAA transporté et de I'orientation du transport (vers le lysosome ou vers le cytoplasme).

Cette derniere propriété n’est pas encore totalement démontrée.

A la différence du nématode, la croissance du modele murin KO Pglc2 n’est pas retardée, et la
morphologie des lysosomes n’est pas altérée. Ces souris sont viables et fertiles, et nous n’avons pas
identifié de phénotype chez ce simple KO. Par contre, la |étalité embryonnaire du double KO Pglc2-
Ctns, et la correction par I'arginine de la létalité partielle des souris de génotype Pglc2 +/- Ctns -/-,
supportent |'existence d’une fonction spécifique de la voie de transport de I’arginine par PQLC2 qui

converge avec celle de la cystinosine.

Ces deux découvertes suggerent un réle important de PQLC2 dans I'homéostasie de I’arginine
intracellulaire. Les propriétés de PQLC2 rendent le transport de cette molécule réversible et
particulierement flexible selon le potentiel électrique de membrane du lysosome et en fonction du
statut nutritionnel de la cellule. La régulation du pool lysosomal d’arginine pourrait ainsi participer a
deux processus cellulaires importants : la régulation de mTOR, et la constitution et la gestion d’un

stock lysosomal d’arginine.

1. Role possible de PQLC2 dans la
modulation de la voie mTOR

Les découvertes scientifiques récentes de ces 10 dernieres années sur le complexe mTORCI1 et le r6le
associé du lysosome en tant que plateforme de signalisation du métabolisme et de la croissance

cellulaire placent I’arginine comme une molécule régulatrice importante de ces processus.

Lors d’'une carence nutritionnelle, mTORC1 est inhibé et I'autophagie est stimulée (figure 72, 1.). La
protéolyse lysosomale permet alors de produire des acides aminés qui sont exportés vers le

cytoplasme par les transporteurs membranaires du lysosome (figure 72, 2.). PQLC2 est un de ces
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transporteurs. Dans ces conditions, il participe ainsi au réapprovisionnement du cytosol en CAA. Il

fonctionne alors comme un uniporteur.

Un premier parametre déduit de mes résultats de these est que le potentiel de membrane du
lysosome sera déterminant pour définir avec quelle vélocité PQLC2 accomplira cette tache. Ce
parametre est d’autant plus important que I'Arg., inhibe ['activité de CASTORI1, un inhibiteur

cytosolique de la voie d’activation de mTORC1.

Le potentiel de membrane du lysosome et sa régulation sont, par la difficulté et la complexité de son
étude, encore tres mal compris. Les quelques études qui s’y sont attelées indiquent qu’il aurait une
valeur de repos légérement négative, comprise entre -20 et -40 mV, donc favorable a I'export des
CAA (un potentiel négatif indique, par convention, que la lumiére du lysosome a un potentiel plus
positif que le compartiment cytosolique ; voir pour revue: Xu & Ren, 2015). Le potentiel de
membrane du lysosome semble étre un paramétre dynamique hautement régulé, notamment en
fonction de I'état nutritionnel de la cellule (Cang et al., 2013). Les futures découvertes dans ce
domaine apporteront ainsi de précieuses informations pour comprendre la dynamique de
I"approvisionnement en CAA de la cellule par PQLC2, et donc la régulation de mTORC1 par I'arginine

cytosolique.

Un autre role possible de PQLC2, qui découlerait de sa propriété originale d’effet trans, et plus

subtile, est son influence sur la cinétique de réactivation de mTORC1 par I'arginine lysosomale.

Une hypotheése, proposée par David Sabatini, postule I'activation de mTORC1 par un mécanisme de
détection du pool intralysosomal d’acides aminés, particulierement sensible a I'arginine et la leucine
(Hara et al., 1998; Zoncu, 2012). Un des senseurs de ces acides aminés serait le transcepteur SLC38A9
qui détecterait le niveau d’arginine lysosomale et, par la liaison de I'arginine, permettrait d’activer
mTORCL1. Or, petit a petit, une fois I'autophagie activée, la protéolyse lysosomale remplit son réle et
permet de fournir au cytosol les acides aminés manquants. La concentration cytosolique de I'arginine

va ainsi augmenter en raison de I'activité d’efflux lysosomal de PQLC2 (figure 72, 3.).
Tant que la concentration d’arginine cytosolique reste basse, PQLC2 agit comme un uniporteur.

Cependant, comme PQLC2 possede une propriété supplémentaire d’effet trans, au fur et a mesure
que la concentration de I Arg.,,, augmente, la proportion de PQLC2 assurant un cycle d’uniport va
diminuer au profit d’un cycle d’échange CAA,./Arg., (figure 72, 4.). Le lysosome va ainsi « garder »

son arginine.

De plus, a partir d’une certaine concentration d’Arg,, le flux net d’Arg transportée par PQLC2
s’inversera pour étre en faveur du transport de I’Arg vers le lysosome. Concrétement, si 100% des
molécules PQLC2 fonctionnent comme des échangeurs CAA/Argqr, 3 molécules de CAA seront
exportées du lysosome (R, K, H) et échangées contre 3 molécules d’Arg, soit un influx net de 2
molécules d’Arg dans le lysosome. Dans ces conditions, I’arginine cytosolique, également

biosynthétisée dans le cytosol a partir d’autres acides aminés (proline, glutamine/glutamate), sera
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donc concentrée par PQLC2 dans la lumiére du lysosome. La concentration critique en Arg.,

suffisante pour activer SLC38A9, et donc mTORC], sera ainsi atteinte plus rapidement.

En associant les propriétés d’uniport et d’effet trans, PQLC2 pourrait ainsi permettre d’accélérer
I'augmentation de la concentration de I’ Arg, et, ce faisant, de réactiver mTORC1 de maniere

anticipée.

Cette réactivation anticipée de mTORC1 a un sens biologique car elle permettrait a la cellule de
limiter la digestion de ces propres constituants, qui est un processus extrémement dangereux. On
peut le voir comme I'arrivée d’un paquebot au port, qui possede une inertie élevée et qui doit donc
couper ses moteurs bien en amont de son entrée sous risque de ne pas pouvoir s’arréter a temps
(hypothése mécanistique et métaphore originale de Bruno Gasnier, utilisée ici avec son autorisation
©). Le matériel biologique ainsi sauvée ne nécessitera pas d’étre resynthétisé et permettra a la

cellule de retrouver sa fonction de anabolique plus rapidement.

La modélisation informatique de ce processus est, comme pour celle des propriétés de transport de

PQLC2, en cours dans mon laboratoire.
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Figure 72 : Role possible de I'effet trans de I’arginine sur PQLC2 lors de la réponse cellulaire
a une carence nutritionelle.

Ainsi, en régulant le taux d’arginine intralysosomale, PQLC2 pourrait jouer un réle modulateur de

MTORC1. On peut décrire aussi ce réle comme un mécanisme de « check point » : en accumulant
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I’arginine dans le lysosome, PQLC2 informe mTORC1 du bon déroulement de la mobilisation des

réserves d’acides aminés par I'lautophagie.

Les propriétés particulieres d’échange spécifique de I'arginine-trans, cytosolique, avec les CAA-cis du
lysosome lors de leur export par PQLC2, peuvent donc hypothétiquement jouer un role précis

lorsque ces quantités fluctuent, comme c’est le cas lors de la carence nutritionnelle.

2. Role possible de PQLC2 dans la
constitution et l'utilisation de stocks
d'arginine intralysosomal

Le fait que le modele murin KO Pglc2 ne présente aucun phénotype remarquable a I'échelle de
I'organisme, du tissu ou de la cellule, suggéere que le réle physiologique de PQLC2 soit compensable
par d’autres acteurs de la cellule. Il se peut également que le cadre de vie sain et sir d'une
animalerie dédié a la Recherche, avec un acces constant a de la nourriture et une exposition limitée a

des pathogénes, ne permettent pas de révéler I'étendue de ses fonctions.

Mes résultats sur la létalité synthétique embryonnaire des souris double KO Pglc2-Ctns ont permis de
proposer une hypothése biochimique de coopération entre PQLC2 et la cystinosine dans la
protection cellulaire contre le stress oxydatif. Cette hypothése inclut le réle de I'arginine, plutét que
celui de la lysine ou de I'histidine, car elle seule est une molécule précurseur pour la synthese de
monoxyde d’azote (NO). Cet aspect est corroboré, mais non démontré, par la correction de la létalité

synthétique partielle des souris Pglc2 +/- Ctns -/- par I'arginine.

lIs suggeérent également une nouvelle fonction de stockage d’arginine du lysosome, qui pourrait étre

utilisée dans des conditions particuliéres par les cellules de I'organisme.
Métabolisme de I’arginine

L'arginine de I'organisme est issue principalement de trois sources. L'alimentation, sa biosynthése,

qui est issu de la collaboration entre le petit intestin et le rein, et la protéolyse cellulaire.

La biosynthése est issue du catabolisme de trois acides aminés, a savoir la glutamine, le glutamate et
la proline, qui, tous, permettent la production du précurseur d’arginine, la citrulline (Wu and Morris,
1998). L'alimentation participe ainsi a I'apport d’arginine par I"approvisionnement de 'organisme de
ces trois acides aminés et de la citrulline. L’arginine alimentaire fait également partie, a moindre
échelle de cette «source » exogene d’arginine. Les cellules captent cette arginine par les

transporteurs de la famille des CAT exprimés a la membrane plasmique (Closs et al., 2006).
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La protéolyse cellulaire, médiée par les lysosomes et le protéasome, est la principale source
d’arginine pour l'organisme. Elle participe a plus de 80% du taux plasmatique d’arginine (Wu and
Morris, 1998).

Chez I'adulte, la production endogéne d’arginine est suffisante pour subvenir aux besoins de
I'organisme. En revanche, chez les enfants ou dans certaines pathologies, elle est insuffisante. On

parle ainsi d’acide aminé semi-essentiel (Morris, 2006).

L'arginine est une molécule extrémement polyvalente, servant de précurseur pour la production de
proline, de glutamate, de créatine, de polyamines et de NO (Morris, 2006). Deux enzymes
cytosoliques participent majoritairement aux catabolismes de I'arginine : I'arginase, qui catalyse la
réaction d’'une molécule d’arginine en une molécule d’ornithine et une molécule d’urée, et les NO
synthases (NOS) qui catalysent la réaction d’une molécule d’arginine en une molécule de NO et une
molécule de citrulline (Morris, 2006). Le NO est une molécule de signalisation fondamentale
impliquée dans de nombreux processus physiologiques et pathologiques comme la relaxation
musculaire (Tousoulis et al., 2012), la réponse immunologique contre les infections (Gogoi et al.,

2016), mais également dans la protection contre le stress oxydatif (Martinez-Ruiz and Lamas, 2007).

Il existe 3 isoformes de NOS. Deux sont exprimées de maniére constitutive, la NOS neuronale (NOS1)
et la NOS endothéliale (NOS3), et une est inductible, la NOS2 appelée également iNOS. Cette
derniere participe a la défense de la cellule contre I'intrusion de pathogenes intracellulaires. Elle
posséde une activité enzymatique élevée, dont I'étape limitante est I'apport d’arginine (Gogoi et al.,
2016).

Ainsi, il se pourrait que, dans certains cas physiologiques ou pathologiques, une production massive
de NO soit nécessaire et qu’elle nécessite un apport supérieur aux seules sources possibles d’arginine
classiguement admises pour la cellule. Un cas possible est celui de la défense contre les pathogeénes,
ou les macrophages sont recrutés sur le site d’infection et produisent en grandes quantités du NO et

des especes réactives de I'oxygene (Pekarova and Lojek, 2015).

Mes résultats suggerent que PQLC2 pourrait servir de troisieme source d’arginine cellulaire en
participant au stockage d’arginine dans le lysosome et en mobilisant ce stock lors d’un besoin aigi

d’arginine.
Le stockage d’arginine lysosomale

Le stockage d’arginine dans les lysosomes n’est pas encore bien compris mais est observé dans
plusieurs études ou elle pourrait se retrouver complexée aux polyphosphates (Durr et al., 1979;
Harms, Gochman and Schneider, 1981; Kitamoto et al., 1988; Pisoni and Lindley, 1992). Chez les
mammiféres, ce stockage pourrait se faire de maniere passive, en accumulant I'arginine issue de la
protéolyse lysosomale, ou de maniéere active par concentration de I’arginine cytosolique a partir de

transporteurs présents a la membrane du lysosome, dont I'identité resterait alors inconnue.

149



PQLC2 pourrait étre tout ou partie de ce systeme actif. En effet, comme PQLC2 est un uniporteur, a
la différence de la majorité des transporteurs du lysosome, le sens de transport de ses substrats n’est
pas déterminé par le fort gradient de protons de la membrane lysosomale. Il est donc réversible dans
son environnement naturel. Dans des conditions nutritionnelles favorables, si le potentiel de
membrane du lysosome est fortement dépolarisé (la lumiere du lysosome est alors négative), il

concentrerait I’arginine dans les lysosomes.

Plus simplement, sans véritable influence du potentiel de membrane et étant donné ses propriétés
d’uniport réversible dans son environnement naturel, la concentration en CAAy,, pourrait étre
proche de celle en CAA.,. Comme le volume des lysosomes est estimée a 5% du volume total de la
cellule (Luzio, Pryor and Bright, 2007), cette source, dans des conditions de besoin aiglie, ne serait

pas négligeable.
Mobilisation des réserves d’arginine lysosomale

Mes résultats sur le mode et les propriétés de transport de PQLC2 suggerent deux possibilités pour

mobiliser rapidement I” Argys,.

D’une part, le potentiel de membrane du lysosome. Il suffit qu’il soit transitoirement fortement
hyperpolarisé (la lumiére du lysosome est alors positive) pour induire un fort efflux d’Arg du

lysosome vers le cytoplasme a travers PQLC2.

D’autre part, I’ effet trans rend également possible un second mécanisme dans lequel, sous
I'impulsion d’une forte entrée de lysine cytosolique ou d’histidine cytosolique dans le lysosome

médiée par PQLC2, I'arginine lysosomale est échangée et libérée dans le cytosol.

En conclusion, I'ensemble de mes résultats suggérent un réle important de
PQLC2 dans ’homéostasie des acides aminés intracellulaires, en particulier
I’arginine, dont I'impact varie de maniéere extréme, de dispensable a vital,

selon le contexte.
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Résumeé — Abstract

Les lysosomes hydrolysent les macromolécules en composants élémentaires, exportés ensuite dans
le cytoplasme par des transporteurs membranaires. Dans certaines maladies génétiques, comme la
cystinose, I'export lysosomal est défectueux. D’autres transporteurs offrent alors une voie de secours
pour évacuer le catabolite accumulé; par exemple, le transporteur lysosomal d’acides aminés
cationiques PQLC2, découvert en 2012, lors du traitement médicamenteux de la cystinose. L’objectif
de ma thése est: 1) de caractériser par des techniques électrophysiologiques le mécanisme de
transport de PQLC2 et 2) d’étudier son réle physiologique a I'échelle de I'organisme en produisant et
caractérisant des souris « knock-out » (KO) pour le géne Pglc2. Mes résultats montrent que I'arginine
interagit de maniére particuliére avec PQLC2 (trans-stimulation sélective), ce qui pourrait moduler de
maniere spécifique I'arginine intralysosomale et, ainsi, moduler le régulateur maitre du métabolisme
cellulaire mTOR. Le modele murin KO est viable et fertile, sans phénotype identifié. Cependant, son
croisement avec un autre modeéle murin révéle une interaction génétique forte (létalité synthétique)
avec une autre protéine lysosomale. Ces résultats suggérent un rdle important de PQLC2 dans
I’'homéostasie des acides aminés intracellulaires, en particulier I'arginine, dont I'impact varie de

maniere extréme, de dispensable a vital, selon le contexte.

Mots clés : PQLC2, transporteur lysosomal, acides aminés, arginine, modéle murin, cystinose

Lysosomes hydrolyze macromolecules into building blocks that are exported into the cytosol through
membrane transporters. Some inherited disorders, such as cystinosis, are caused by defective
lysosomal export. However, other transporters can provide a salvage pathway to deplete the
accumulated catabolite, such as the lysosomal cationic amino acids transporter PQLC2, identified in
2012, in the drug treatment of cystinosis.The aim of my thesis is: 1) to characterize the transport
mechanism of PQLC2 by electrophysiological approaches and 2) to study its physiological role at the
organismal level by producing and studying a knock-out (KO) mice for the gene Pglc2. My results
show that arginine interacts with PQLC2 in a specific, intricate manner (selective trans-stimulation),
which could selectively modulate intralysosomal arginine and thereby modulate mTORC1, the master
regulator of cell growth and metabolism. The KO mouse model is viable and fertile, without apparent
phenotype. However, its crossing with another mouse model revealed a strong genetic interaction
(synthetic lethality) with another lysosomal protein. These results suggest a critical role for PQLC2 in
the homeostasis of intracellular amino acids, particularly arginine. Surprisingly, the impact of this role

varies in an extreme manner, from dispensable to vital, depending on the context.

Key words : PQLC2, lysosomal transporter, amino acids, arginine, mouse model, cystinosis
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