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Ce travail a été realisé, de 2012 a 2015, a I’Ecole Normale Supérieure de Lyon dans le
Laboratoire Joliot-Curie et plus particulierement au sein de I’équipe « Assemblage de la
chromatine et biogenese du ribosome » dirigée par Philippe Bouvet, puis au sein de 1’équipe
« Domaines Nucléaires et Pathologiques » au Centre de Recherche en Cancérologie de Lyon,
a partir de 2016.

L’équipe de P. Bouvet s’intéresse aux fonctions de la nucléoline, une protéine
multifonctionnelle nucléolaire, que 1’on retrouve dans d’autres compartiments cellulaires. La
nucléoline (NCL) est connue pour étre impliquée dans la transcription des ARN ribosomiques
(ARNr) et leur maturation. En plus de ces fonctions nucléolaires, qui restent a caractéeriser
complétement, la nucléoline est impliquée dans de trés nombreux processus nucléaires. Ainsi,
I’équipe a montré que NCL posséde une activité de chaperonne d’histone et peut moduler
I’activité de certains facteurs de remodelage de la chromatine ; et que dans le cytoplasme

NCL posséde des propriétés stabilisantes sur le réseau de microtubules.

D’autres équipes étudiant cette protéine ont décrit une palette de roles tres étendue, allant
jusqu’a des fonctions au niveau de la membrane cellulaire. Par ailleurs, 1’étude de NCL est
également pertinente d’un point de vue médical. Par exemple, NCL est surexprimée dans de

nombreux cancers, et elle joue un réle dans certaines pathologies neurodégénératives.

Ce mémoire décrit la mise en place du premier modéle murin pour inactiver in vivo le géne
Ncl. Il devrait permettre de faciliter le décryptage des fonctions de NCL sur I’organisme entier

mais aussi dans le systeme nerveux central.

1. La nucléoline

La nucléoline (NCL) est une protéine multifonctionnelle, dont le nom provient de sa
principale localisation : le nucléole. Elle est impliquée dans de nombreux mécanismes
cellulaires, interagit avec I’ADN, I’ARN et des protéines. Initialement identifiée en 1973 chez
le rat (Orrick et al., 1973), elle est présente chez tous les vertébrés et des protéines
homologues  sont identifiees chez les levures  Saccharomyces  cerevisiae,
Schizosaccharromyces pombe ou encore chez les plantes comme le pois, 1’oignon, le riz, le

mais ou Arabidopsis thaliana (Ginisty et al., 1999)

Cette premiére partie décrit le géne, la structure de NCL avec les modifications post-
traductionnelles qu’elle peut subir, sa localisation associée aux fonctions qui lui sont

actuellement attribuées et son implication dans certaines maladies.




1.1 Le gene Ncl

La nucléoline est codée par le géne Ncl, présent en une seule copie par génome haploide chez
les mammifeéres. Cependant des especes, comme la carpe ou le xénope, possédent jusqu’a
trois copies du gene (Messmer and Dreyer, 1993; Quezada et al., 2006). Chez les plantes,
deux génes NUC1 et NUC2 sont présents tandis que le gene homologue chez la levure
Saccharomyces cerevisiae se nomme NSR1 (Nuclear Signal Recognition) (Kondo and Inouye,
1992) ou GAR2 (Glycine-Arginine-Rich 2) chez la levure Schizosaccharromyces pombe
(Gulli et al., 1995).

Le géne Ncl est localisé sur le chromosome 1 chez la souris et sur le chromosome 2 chez
I’homme. Il est composé de 14 exons et 13 introns ; il couvre respectivement 9kb et 11 kb
(Bourbon et al., 1988). Les introns 5, 11 et 12 contiennent des petits ARN nucléolaires
appelés snoARN (small nucleolar RNA) nommés respectivement U82, U20, et U23 (Nicoloso
et al., 1994; Rebane and Metspalu, 1999). Ces snoRNA sont produits a partir du transcrit du
géne. lls participent a la maturation des ARN ribosomiques (ARNr): U20 et U82 sont
impliqués dans la méthylation de I’ARN 18S tandis qu’U23 intervient dans la

pseudouridination de cet ARN.

1.2 La structure protéique de NCL

La nucléoline murine (mNCL) et la nucléoline humaine (hNCL) sont composées de 706 et
709 acides aminés respectivement. L’analyse de la séquence protéique de NCL montre une
conservation de la structure primaire entre les especes. Par exemple, la séquence d’acides
aminés de la nucléoline humaine (hNCL) est identique a 84% avec la séquence de la
nucléoline murine (MNCL) et a 81 % avec la nucléoline de hamster (M. Srivastava et al.,
1989). On distingue trois domaines dans la protéine : domaine N-terminal, domaine central et
domaine C-terminal (Figure 1) décrits ci-apres (Ginisty et al., 1999). La masse moléculaire
apparente de cette protéine est observée autour de 100-110 kDa en gel d’électrophorése alors
que l’analyse de sa séquence primaire la prédit a ~77 kDa (Lapeyre et al., 1987). La
différence de masse est attribuée a la composition en acides aminés du domaine N-terminal
(Ginisty et al., 1999).
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Figure 1 — Séquence primaire de la nucléoline de souris (mNCL).

Protéine de 706 acides aminés, elle est composée de 3 domaines N-terminal, central et C-terminal. Le NLS est une séquence
permettant la localisation de NCL dans le noyau. Le domaine central est constitué de 4 RBD qui fixent les ARNm et pré-ARNr
tandis que le domaine C-terminal interagit avec des protéines. De nombreux sites pour des modifications post-
traductionnelles sont identifiés tout le long de la protéine. Ces modifications affectent localisation et fonctions de NCL.

NLS : Nuclear Localization Signal ; RBD : RNA Binding Domain

1.2.1 Le domaine N-Terminal

Ce domaine s’étend sur les 300 premiers résidus. Il est chargé négativement et dit acide car
plusieurs segments riches en acide glutamique et aspartique le constituent (Ginisty et al.,
1999; Meera Srivastava et al., 1989). Ces zones acides interagissent avec des protéines,
notamment avec 1’histone H1 ce qui induirait la décondensation de la chromatine (Erard et al.,
1988), mais aussi avec des protéines ribosomiques et la particule ribonucléoprotéique snoRNP
U3 (small nucleolar RiboNucleoParticle : complexe comprenant I’ARN non codant U3 et des
protéines impliquées dans la maturation des ARNr précurseurs dits pré-ARNr) (Ginisty et al.,
1998). Ces régions acides sont responsables du caractére argyrophyle de NCL puisqu’elles
sont capables de réduire 1’argent lors d’une coloration au nitrate d’argent (Roussel et al.,
1992), utilisée notamment pour le diagnostic des cancers (Trere, 2000). Par ailleurs, ce
domaine posséde de multiples sites de phosphorylation (Belenguer et al., 1990) et des sites de
protéolyse.



1.2.2 Le domaine central

Chez la souris, le domaine central est constitué de quatre domaines de liaison a ’ARN
appelés RBD (RNA Binding Domain) alors qu’il n’y en a que deux chez les levures (S.
cerevisiae et S. pombe) et les plantes (A. thaliana, pois, oignon...). Ce domaine central se
situe entre les résidus 309 et 644 (Figure 1). Les quatre RBD sont issus des exons 6 a 13 et

sont composés d’environ 80 acides aminés chacun (Bourbon et al., 1988).

La nucléoline interagit avec deux motifs d’ARN cibles differents : les motifs NRE et ECM.
Le NRE (Nucleolin Recognition Element) est un motif tige-boucle, qui contient la séquence
U/G CCCGA. Les RBD 1 et RBD 2 sont requis pour avoir une interaction spécifique avec ce
motif (Ghisolfi-Nieto et al., 1996; Bouvet et al., 1997). Les NRE sont notamment présents sur
les pré-ARNTr, d’ou des interactions fortes avec NCL (Ghisolfi-Nieto et al., 1996; Serin et al.,
1996). Le motif ECM (Evolutionary Conserved Motif) est une séquence simple brin d’ARN
de 11 nucléotides. Il est conservé chez les vertébrés et se situe 5 nucléotides en aval du
premier site de clivage du pré-ARN. Les 4 RBD interagissent avec ECM et cette interaction

est requise pour cliver les pré-ARNr de maniére précoce (Ginisty et al., 2001, 1998).

En amont du RBD 1 se trouve un signal de localisation nucléaire bipartite NLS (Nuclear
Localization Signal), codé par I’exon 5. Chez le poulet, le NLS a été localisé sur les résidus
256 a 273 et a pour séquence KRKKEMANKSAPEAKKKK (Schmidt-Zachmann and Nigg,
1993).

1.2.3 Le domaine C-terminal

Le domaine C-terminal, aussi appelé domaine GAR (Glycine Arginine Rich), tire son nom de
la succession du motif RGG, Arginine (R), Glycine (G). Il est également riche en
phénylalanine (Figure 1). La longueur de ce domaine est variable selon les nucléolines, les
séquences et les arrangements des répétitions ne sont pas bien conservés. Par exemple, chez
les plantes le domaine GAR est plus long que chez les mammiféres (Ginisty et al., 1999). Ce
domaine lie des ARN de maniére non spécifique et avec une faible affinité, joue un réle dans
la localisation nucléolaire de NCL et dans I’interaction avec des protéines ribosomiques
(Bouvet et al., 1998). Tuteja et collaborateurs ont identifié une activit¢é d’hélicase ATP-
dépendante a ce domaine, permettant a hNCL de dérouler les duplex ARN/ARN, ARN/ADN
et ADN/ADN en déstabilisant les doubles hélices en présence d’ATP (Tuteja et al., 1995). Il a
été proposé que ce domaine puisse adopter une conformation hélicoidale, en raison de la



répétition réguliere du motif RGG. Les chaines latérales des résidus arginine et phénylalanine
en interagissant avec les phosphates et les bases de I’ARN, respectivement, faciliteraient le
dépliement des régions du pré-ARNr responsables de I’encombrement stérique rendant ainsi
I’ARN accessible au domaine central (Ghisolfi et al., 1992).

1.2.4 Les modifications post-traductionnelles

NCL subit des modifications post-traductionnelles sur certains de ses acides amines. Ces
modifications chimiques sont a I’origine de la grande diversité de ses fonctions et de la

modification de sa localisation.

1.2.4.1 La phosphorylation

La phosphorylation de NCL est la modification la plus connue ; d’ailleurs NCL est souvent
caractérisee comme phosphoprotéine. C’est le domaine N-terminal qui est fortement
phosphorylé (Mamrack et al., 1979) et NCL est le substrat de plusieurs kinases dont la
Caséine Kinase Il (CKII) (Caizergues-Ferrer et al., 1987) et CDK I (Cyclin-Dependent Kinase
1) (Belenguer et al., 1990).

Les sites de phosphorylation par CKIIl ont été identifiés dans le domaine N-terminal a
proximité des régions acides. Ces sites présentent les motifs SEDE (Xiao et al., 2014). Dans
des cellules en croissance, CKII phosphoryle les résidus sérine (S) au cours de I’interphase,
tandis que dans des cellules ne cyclant pas, NCL n’est plus phosphorylée (Belenguer et al.,
1989). L’augmentation de I’activité de CKII et de NCL phosphorylée par CKII est corrélée
avec une transcription active de I’ADNTr, la synthése d’ARNT, la croissance cellulaire et la
prolifération (Schneider and Issinger, 1989). L’expression de mutants de NCL, non
phosphorylables par CKII, diminue la proportion de cellules en phase S de prés de 50 % et par
consequent diminue la prolifération. Cet effet semble médié par p53 qui se trouve stabilisée et
activée par la présence de NCL non phosphorylée. Cette activation est accompagnée de
I’apparition de marqueurs pro-apoptotiques (Xiao et al., 2014). La phosphorylation de NCL

par CKIl semble donc indispensable dans la prolifération cellulaire.

La phosphorylation par CDKI se produit sur les résidus thréonine (T) de NCL, plus
particulierement dans le domaine N-terminal a I’intérieur des répétitions basiques TPXKK, ou

X est un residu non polaire. Ces répétitions sont présentes entre deux régions acides. Cette



phosphorylation se produit pendant la mitose et serait liée a la réorganisation de la chromatine
nucléolaire (Belenguer et al., 1990).

1.2.4.2 La méthylation

La méthylation est I’ajout d’un ou plusieurs groupements CHj principalement sur les résidus
arginine (R) et lysine (K). La méthylation de l'arginine se présente sous trois formes
différentes : monométhylation, diméthylation asymétrique et symétrique, tandis que la lysine
se trouve dans les formes mono-, di-, et triméthylation. De nombreuses méthyltransférases
assurent ces modifications. Les lysines modifiées peuvent étre déméthylées par des
déméthylases (Guo et al., 2014). Dans la nucléoline, cette modification post-traductionnelle a
été initialement trouvee sur les arginines du domaine GAR (Lapeyre et al., 1986). Dans une
étude chez le rat, les nucléoles de cellules cancéreuses (Novikoff hepatoma) ont été isolés et
NCL a été purifiée ; la composition en acides aminés a été déterminée par chromatographie
(Lischwe et al., 1982). Les auteurs ont rapporté que prés d’un tiers des résidus arginine sont
méthylés faisant de NCL 1’une des protéines du nucléole les plus méthylées (Lischwe et al.,
1982). Ces résultats sont confortés par une étude plus récente utilisant des anticorps
hautement spécifiques de différents motifs de méthylation pour immunopurifier des peptides
méthylés qui ont été analysés par spectrométrie de masse (Guo et al., 2014). Trois résidus
arginine dans le domaine central, et six dans le domaine C-terminal sont méthylés dans les
cellules HCT116. Le résidu lysine K523 dans le domaine central est lui aussi méthylé
probablement par Set7/9. Toutefois, le role de la méthylation de NCL, comme celle de
nombreuses autres protéines, reste a définir. Il est potentiellement plus complexe que le réle
de la phosphorylation vue la diversité des modifications. Dans le cas des histones, la
méthylation agit comme un signal reconnu par divers effecteurs qui entrainent la modification

de la chromatine. De tels effecteurs restent a identifier pour NCL.

1.2.4.3 La glycosylation

La glycosylation est I’ajout de glucides sur la chaine latérale des acides amines. Il existe
plusieurs types de glycosylation: fucosylation, galactosylation, N-glycosylation, O-

glycosylation...

Il a été montré que dans les cellules d’ovaires du hamster chinois et dans les cellules
humaines cancéreuses U937, NCL est glycosylée dans le domaine central (Lapeyre et al.,

1987). Dans les cellules humaines immortalisées Jurkat, une portion de la nucléoline



extranucléaire est N- et O-glycosylée. Par analyse chromatographique et spectrométrie de
masse, deux sites de N-glycosylation ont été localisés dans les RBD 1 et 3, sur les résidus
N317 and N492 respectivement (Carpentier et al., 2005). Cette modification post-
traductionnelle est indispensable pour I’expression de NCL a la surface cellulaire (Losfeld et

al., 2009). Le paragraphe 1.3.4 traitera du r6le de NCL présente a la surface cellulaire.

Le profil de glycosylation de plusieurs protéines est modifié dans certains cancers dont celui
du pancréas. NCL est I’une des protéines les plus affectées par ce phénomeéne (Hofmann et

al., 2015). Les conséquences de ces altérations ne sont pas connues.

1.2.4.4 L’acétylation

L’acétylation consiste en I’ajout d’un groupement CO-CHs. Des expériences dans des cellules
HeLa et des cellules mononucléaires humaines du sang périphérique ont montré qu’une
fraction de NCL subit une acétylation (Das et al., 2013). Ce sont plusieurs résidus lysine (K)
présents dans les 150 premiers acides aminés du domaine N-terminal qui sont ciblés. La
nucléoline acétylée au résidu K88 est localisée dans le noyau au niveau de foyers ou des
facteurs d’épissage sont présents (Das et al., 2013). Cette corrélation entre acétylation et
localisation nucléaire suggére que NCL acétylée pourrait étre impliquée dans des fonctions
spécifiqgues du noyau, en particulier dans la régulation transcriptionnelle et post-

transcriptionnelle des génes et le métabolisme des pré-ARNm (Das et al., 2013).

1.2.4.5 L’ADP-ribosylation

L’ ADP-ribosylation est 1’ajout d’un ou plusieurs ADP-ribose sur des molécules acceptrices.
Une étude menée dans des cellules HeLa, sur les protéines nucléolaires totales ont identifié la
nucléoline et B23 comme porteuses de cette modification (Leitinger and Wesierska-Gadek,
1993). L’ ADP-ribosylation, notamment des histones, joue un réle de signalisation nucléaire
important dans la modulation de la structure de la chromatine, la réplication et la réparation de

I’ADN. La fonction de cette modification sur NCL reste elle a éclaircir.

1.2.4.6 La SUMOylation

Enfin, une nouvelle modification post-traductionnelle de NCL a été récemment identifiée : la
SUMOQylation. Les protéines SUMO (Small Ubiquitin-like MOdifier) sont de petites protéines



qui, en se fixant sur d’autres, modifient la conformation, 1’activité, la localisation et les
interactions protéine-protéine de leurs protéines cibles. La mise en place de cette modification

se fait par une série d’étapes enzymatiques (Hay, 2005).

Sur hNCL, cing SUMOylations ont été trouvées par crible a haut débit en spectrométrie de
masse (Hendriks et al., 2014) et une par la technique de mutagenese site-spécifique (Zhang et
al., 2015). Ainsi, le résidu lysine K294 est modifié par une SUMOylation, ce site non
consensus étant localisé dans le NLS. Une mutation de cette lysine en arginine diminue la
séquestration nucléaire de NCL et atténue ses fonctions stabilisatrices des ARNm. Cela
suggere que la SUMOylation joue un rdle dans la localisation nucléaire de hNCL et dans ses
propriétés de liaison aux ARNm (Zhang et al., 2015). La SUMOylation de NCL augmente
dans des conditions de stress, notamment 1’exposition a 1’arsénite et jouerait un réle clé dans
le déclenchement de 1’apoptose, via la stabilisation de I’ARNm gadd45a. (Growth Arrest and
DNA Damage inducible 45), un inducteur de I’apoptose (Zhang et al., 2015). Dans de telles

conditions de stress, NCL-SUMO aurait donc une fonction pro-apoptotique.

1.3 Localisation et fonctions associées

Comme le montre le paragraphe précédent, modifications post-traductionnelles et fonctions
sont intimement liées. Les principales localisations donnent également un apercu des

fonctions attribuées a NCL.

1.3.1 La fonction nucléolaire de NCL

La localisation de NCL varie au cours des étapes du cycle cellulaire, toutefois elle est
considérée comme la protéine la plus abondante dans le nucléole puisqu’elle représente pres
de 10 % des protéines nucléolaires totales (Bugler et al., 1982). Le nucléole est une sous-
structure dynamique du noyau cellulaire, visible pendant I’interphase en microscopie a
contraste de phase ou en microscopie électronique a transmission (MET). Il ne possede pas de
membrane, s’organise autour des régions chromosomiques dites NOR (Nucleolar Organizer
Region) qui portent les génes codant les ARNr (5,8S - 18S et 28S) nécessaires a la biogenese
des ribosomes (Roussel et al., 1992). L’observation du nucléole en MET a permis de

caracteériser trois zones que la Figure 2 schematise : le centre fibrillaire (FC), le composant



fibrillaire dense (DFC) et le composant granulaire (GC), nomenclature dérivant de I’aspect en
MET de ces compartiments.
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Figure 2 — Localisation de NCL dans le nucléole d’un le noyau.

(Le schéma n’est pas représenté a I'échelle)

Le centre fibrillaire (FC) est entouré par le composant fibrillaire dense (DFC), I'ensemble étant englobé dans le composant
granulaire (GC). L'ADNr est transcrit a la jonction FC/DFC. Le pré-ARNr subit de multiples étapes de maturation dans le DFC
et le GC avant d’étre utilisé dans I'assemblage des ribosomes dans le GC. Les variations de la couleur rouge indiquent la
présence plus (rouge foncé) ou moins (rouge clair) importante de NCL dans les différentes zones du nucléole.

Le nucléole est le centre d’assemblage des ribosomes, qui sont des complexes
ribonucléoprotéiques comprenant des ARNTr et des protéines ribosomiques, responsables de
la traduction des ARNm en protéines. Les trois zones identifiées dans le nucléole
correspondent aux sites de diverses étapes de la biogenése des ribosomes. Ainsi, FC
comprend les génes ribosomiques (ADNr) transcrits par I’ARN polymérase I (RNAPI) a la
frontiere FC/DFC. Les pré-ARNr subissent différentes étapes de maturation depuis le DFC
jusqu’au GC ou I’assemblage avec des protéines ribosomiques est effectu¢ avant 1’export
nucléo-cytoplasmique. NCL est rarement trouvée dans le FC. Elle est principalement dans la
zone DFC, en particulier a la jonction FC/DFC et plus faiblement dans le GC (Ginisty et al.,
1999). Sa présence dans le nucléole ne serait pas uniquement due au NLS. L’interaction
combinée de ses domaines RBD et GAR avec des composants nucléolaires participerait aussi
a cette localisation (Berger et al., 2015). Une étude récente a montré, par des expériences
d’immunoprécipitation dans des cellules HeLa, que NCL est un des partenaires de WDR46
(WD repeat containing protein 46), une protéine nucléolaire humaine insoluble impliquée
dans la structure du nucléole. La diminution de WDR46 par interférence a I’ARN (RNAI)
entraine une délocalisation de NCL vers la périphérie du nucléole et lors de la formation d’un
nouveau nucléole NCL n’est pas recrutée correctement vers le GC mais reste en périphérie du
nucléole (Hirai et al., 2013). Ces resultats suggérent que le recrutement correct de NCL
dépend de WDRA46.



1.3.1.1 NCL régule la transcription par RNAPI

Plusieurs indices montrent 1I’importance de NCL dans la transcription par RNAPI. Dans le
développement précoce du Xénope, NCL apparait avant le début de la transcription de
I’ADNr et de la synthése des protéines ribosomiques suggérant qu’elle intervient dans les

premieres étapes de la biogenése des ribosomes (Caizergues-Ferrer et al., 1989).

L’injection de sérum anti-NCL dans des glandes salivaires de chironomes augmente la
transcription de ’ADNr d’un facteur 2,5-3 (Egyhazi et al., 1988) et I’injection de NCL
purifiée dans des ovocytes de Xénope au stade 1V réprime la transcription de I’ADNr (Roger
et al., 2002). Dans des carpes acclimatées au froid, une augmentation de NCL inhibe la
transcription de I’ADNr en méme temps que la ségrégation du nucléole (Alvarez et al., 2003).
Chez Arabidopsis thaliana, I’augmentation de NUC2 est également associée a une diminution
de la transcription de ’ADNr (Durut et al., 2014). Mis ensemble, ces résultats suggérent un

role répressif de NCL sur la transcription de I’ADNT.

Plus récemment, et en contraste avec les résultats précédents, des expériences d’inhibition de
NCL soit par interférence a I’ARN, soit par inactivation conditionnelle du géne dans des
cellules DT40 suggerent un role activateur de NCL sur la transcription par RNAPI. Dans les
cellules HelLa, la dégradation de ’ARNm Ncl par RNAI entraine 1’arrét de la synthese des
prée-ARNr, montrant ainsi que NCL est requise pour la transcription des genes ribosomiques
par RNAPI (Rickards et al., 2007; Ugrinova et al., 2007; Cong et al., 2012). Dans les DT40,
la transcription de I’ADNTr est drastiquement inhibée aprés invalidation de Ncl alors que la

maturation des pré-ARNr est Iégérement affectée (Storck et al., 2009; Cong et al., 2012).

Cette inhibition de la transcription est associée a plusieurs phénomeénes: un arrét de la
prolifération, une entrée en apoptose pour un nombre significatif de cellules, une modification
structurale et organisationnelle du nucléole puisque FC et DFC sont délocalisés en périphérie
du GC. Le nucléole est plus petit et a une forme irréguliere du fait de la séparation de ses

composants (Ugrinova et al., 2007; Storck et al., 2009).

Par ailleurs, une surexpression de NCL, dans les cellules HeLa, provoque une augmentation
de la transcription de I’ADNr (Cong et al., 2012).

L’ensemble de ces données suggerent que NCL joue un role positif lors de la transcription de
I’ADNr par RNAPI. Ce rdle activateur est en accord avec les observations liants forte

expression de NCL et forte prolifération notamment dans les cancers (Berger et al., 2015).



Le r6le de NCL dans la régulation de la transcription par RNAPI pourrait se jouer via la
chromatine. Des études in vitro (Angelov et al., 2006) et in vivo (Gaume et al., 2011) ont mis
en évidence une activité de chaperonne d’histones pour NCL. Les chaperonnes d’histones
¢tablissent un équilibre entre I’assemblage des nucléosomes, leur dissociation partielle ou leur
éviction totale de la chromatine, lors des processus nucléaires (transcription, réplication,
réparation de 1’ADN). Pour assurer le positionnement correct et la régularité de 1’espace entre
nucléosomes, les chaperonnes d’histones agissent en coordination avec des facteurs de
remodelage (Tyler, 2002). In vitro, NCL est capable d’augmenter les activités des facteurs de
remodelage SWI/SNF et ACF (Angelov et al., 2006). En effet, des nucléosomes qui
contiennent le variant d’histone macroH2A sont d’ordinaires résistants au remodelage par le
complexe SWI/SNF mais, en présence de NCL, ce remodelage s’opére. MacroH2A est un
variant non allélique, de I’histone canonique H2A et en plus du motif histone, il posséde un
macro domaine carboxy terminal. MacroH2A remplace H2A et forme des nucléosomes plus
stables. Chez les mammiféres, ces nucléosomes variants sont principalement trouvés sur le
chromosome X inactif, et sont supposés important pour le maintien de I’inactivation. On les
trouve aussi sur des genes inductibles et sur des génes qui portent simultanément des marques
de chromatine active et inactive (Biterge and Schneider, 2014). Il a été montré que macroH2A
est associé aux promoteurs des geénes inactifs dans I’ADNr ou il semble étre un acteur de la
répression transcriptionnelle (Cong et al., 2014). L’inhibition expérimentale de I’expression
de NCL est accompagnée d’un enrichissement de macroH2A au niveau des promoteurs de
I’ADNr. De plus, la baisse de la transcription de I’ADNr observée apres cette inhibition peut
étre contre balancée par I’inhibition de 1’expression de macroH2A. Au final, méme si les
mécanismes moléculaires restent a déterminer il semble que NCL joue un rdle activateur de la
transcription RNAPI en contrecarrant 1’inhibition de macroH2A. Toutefois cette action
semble spécifique car ce phénoméne n’est pas observé avec un autre variant d’histone comme
H2Abbd. De plus, NCL déstabilise I’octamére d’histone, ce qui aide a la dissociation du
dimere H2A-H2B. Par ailleurs, des essais in vitro montrent que NCL facilite 1’¢longation de
la transcription de matrice chromatinienne, probablement en favorisant la mobilité des
dimeres H2A-H2B. De plus, une étude réalisée par FRAP (Fluorescence Recovery After
Photobleaching) sur des cellules HeLa exprimant des protéines de fusion histone-GFP
suggere que NCL a un impact sur la fluidité des histones (Gaume et al., 2011).

La discordance entre ces résultats et ceux observés plus haut, peut résider dans 1’approche
mise en ceuvre. Il est clair que des expériences visant a concilier les deux types de résultats

sont nécessaires.



1.3.1.2 NCL participe a la maturation des ARNr et la biogenese des
ribosomes

La maturation des pré-ARNr est complexe et comporte plusieurs étapes. Le pré-ARNr
posséde des séquences transcrites externes en 5° et 3’ dites ETS (External Transcribed
Spacers) et des séquences transcrites internes dites ITS (Internal Transcribed Spacers) qui
séparent les séquences d’ARNr 18S, 5,8S et 28S (Figure 3). La maturation consiste d’une part
en I’ajout de modifications chimiques comme la méthylation ou la pseudo-uridylation sur la
séquence par des snoRNP et d’autre part a cliver le pré-ARN sur des sites spécifiques, dont
les ETS et ITS, et dans un ordre défini (Cooper, 2000).

ITS

Figure 3 - Schéma d'un pré-ARNr avant maturation.
Les ARNr sont séparés par des séquences transcrites internes (ITS) tandis que des séquences externes (ETS) coiffent les
extrémités 5’ et 3’. La maturation d’un pré-ARNr consiste notamment au clivage des ETS et ITS.

NCL est impliquée dans le processus de maturation des pré-ARNr (Ginisty et al., 1998).
L’interaction spécifique de NCL avec le prée-ARNr est requise pour la premiére étape de
maturation (Bouvet et al., 1998; Ginisty et al., 1998; Allain et al., 2000). Elle lie, par ses 4
RDB, I’ECM localisé dans le 5S’ETS prés du premier site de clivage (Ginisty et al., 2000,
2001). In vitro, cette liaison NCL/ECM stimule le recrutement du complexe snoRNP U3 sur
le prée-ARNr (Ginisty et al., 1998; Turner et al., 2009). Ce complexe est requis pour la
maturation et le repliement des pré-ARNr mais le mécanisme moléculaire reste inconnu
(Zhang et al., 2013). De plus, les RBD1 et 2 lient les NRE présents en plusieurs point le long
de la séquence du pré-ARNr (5’ et 3’ETS, ITS, 18 et 28S) (Serin et al., 1997). Le role de ces
interactions reste a définir. Par son domaine C-terminal, NCL interagit aussi avec plusieurs
protéines ribosomiques, spécialement des protéines présentent au cceur du ribosome qui sont
supposeées étre parmi les premieres protéines assemblées dans les particules pré-ribosomiques
(Bouvet et al., 1998). Toutes ces données illustrent le réle de NCL dans la maturation des pré-

ARNI et la biogenese des ribosomes.



1.3.1.3 NCL interagit avec la télomérase humaine

NCL pourrait avoir un role dans la réplication et le maintien des télomeres car elle a été
trouvée liée sur les répétitions télomériques in vitro avec une préférence pour les formes
simples brins. Le complexe de télomérase humaine est formé de hTERT, la sous-unité
catalytique a activité de transcriptase inverse, et hTERC, I’ARN matrice servant a 1’extension
des télomeres, tous localisés dans le nucléole. Le domaine RBD 1 d’une part et les domaines
RBD 4 et GAR d’autre part, sont capables d’interagir in vitro et in vivo avec hTERT de
maniére dépendante de hTERC (Khurts et al., 2004). Ce sont a la fois des interactions de type
protéine-protéine et protéine-ARN qui ont lieu entre ces différents partenaires et semblent
nécessaires pour maintenir le complexe de télomérase dans le nucléole et plus
particulierement dans le DFC. Le role de cette interaction reste obscur, les auteurs suggérent
que NCL aiderait a la formation de la télomérase et maintiendrait un pool de télomérase prét a

fonctionner.

1.3.2 Le role de NCL dans le nucléoplasme

Bien que majoritairement présente dans le nucléole, NCL est aussi localisée dans le
nucléoplasme délimité par 1’enveloppe nucléaire. De nombreuses fonctions sont associées a

NCL dans ce compartiment cellulaire.

1.3.2.1 NCL modifie la structure de la chromatine par une activité de
chaperonne d’histones

Par sa structure, NCL est capable de lier I’ADN de maniére non spécifique et de modifier la

structure de la chromatine.

Il a été montré, en utilisant des noyaux de cellules CHO, que NCL a une forte affinité pour
I’histone H1 (Erard et al., 1988). Cette interaction se produit par I’intermédiaire des régions
acides localisées dans le domaine N-terminal de NCL. De telles interactions ioniques auraient
comme effet de déplacer I’histone H1 de la chromatine, sans modifier la structure du
nucléosome, et ainsi d’induire la décondensation de la chromatine. La phosphorylation de

NCL favoriserait ’interaction avec [’histone H1.

Comme décrit dans le paragraphe 1.3.1.1 « NCL régule la transcription par RNAPI », NCL a

une activité de chaperonne d’histones qui pourrait se réveler importante dans la transcription



par les autres ARN polymérases. Ce role reste a clarifier et fait I’objet d’une étude en cours

dans I’équipe de P. Bouvet.

1.3.2.2 NCL intervient dans la prolifération, la survie cellulaire et la
régulation du cycle cellulaire

La corrélation positive entre quantité de NCL et prolifération des cellules a été établie par de
nombreux articles (Lapeyre et al., 1987; Derenzini et al., 1995; Srivastava and Pollard, 1999).
Les cellules cancéreuses étant hautement prolifératives, il n’est pas surprenant de constater
une surexpression de NCL dans de nombreux cancer (Berger et al., 2015). La mise en
évidence de cette surexpression est utilisée dans le diagnostic de cancers bien qu’il soit
difficile de savoir si elle est une cause ou une conséquence d’une rapide prolifération

cellulaire.

Dans les cellules DT40, NCL est absolument nécessaire pour la prolifération et la survie
cellulaire. Des que la quantité de NCL diminue apres une invalidation inductible du géne, la
prolifération cellulaire est freinée puis bloquée conduisant a la mort cellulaire (Storck et al.,
2009). Ces résultats sont en accord avec des expériences dans des cellules HelLa et des
fibroblastes humains ou la diminution de NCL par RNAI réduit la prolifération cellulaire

tandis que I’apoptose augmente (Ugrinova et al., 2007).

Au cours du cycle cellulaire, la localisation de NCL évolue. A I’interphase et en prophase,
NCL est principalement localisée dans le nucléole et en faible concentration dans le
nucléoplasme. En métaphase, elle est peu présente dans le cytoplasme, elle est retrouvée en
périphérie des chromosomes, plus particulierement aux environs du kinétochore, lieu
d’ancrage des chromosomes aux microtubules (Ma et al., 2007). Durant la mitose, la
diminution de NCL par RNAIi dans des cellules HelLa provoque des défauts dans le
regroupement des chromosomes : soit ils sont mal ou pas alignés sur la plague métaphasique,
soit ils sont éparpillés dans le cytoplasme. Ces anomalies seraient dues a un défaut d’ancrage
entre microtubules et kinétochore ot NCL est nécessaire pour un attachement correct (Ma et
al., 2007). Une autre étude similaire a observé 1’apparition de micronoyaux et de cellules
multinucléées (Ugrinova et al., 2007). Le role de NCL au kinétochore n’est actuellement pas

compris.



1.3.2.3 NCL agit comme facteur de transcription et contréle la
transcription d’oncogenes

Comme cela a été décrit plus haut, NCL est surexprimée dans de nombreux cancers; la
dérégulation de NCL peut étre une conséquence d’un état pathologique, ou contribuer a
I’initiation et/ou a la progression de la maladie (Berger et al., 2015). La multifonctionnalité de
NCL rend difficile 1’identification des voies les plus pertinentes dans [’apparition et le
développement des cancers. Plusieurs articles rapportent la fonction de NCL en tant que

facteur de transcription y compris d’oncogénes.

La famille des oncoprotéines Myb est composee de trois membres (A-, B- et c-Myb), tous des
facteurs de transcription. A-Myb est exprimé dans peu de types cellulaires, B-Myb est
ubiquitaire tandis que c-Myb est principalement exprimé dans les cellules hématopoiétiques et
régule leur prolifération et différenciation. 1l a été montré que NCL interagit directement et
spéecifiquement avec les facteurs de transcription A- et c-Myb mais pas avec B-Myb, in vitro
et in vivo. Des expériences de co-transfection montrent que NCL inhibe I’activité
transcriptionnelle de c-Myb. Le mécanisme moléculaire de cette diminution d’activité n’est

pas clairement établi (Ying et al., 2000).

Le facteur de croissance vasculaire endothéliale (VEGF) est un facteur important dans la
formation des vaisseaux sanguins en particulier lors de la tumorogenese précoce et de
I’invasion tumorale. NCL, en fixant une séquence spécifique du promoteur VEGF, agirait
comme activateur de la transcription de VEGF. Des expériences de surexpression ou de
diminution de NCL provoquent respectivement, une augmentation ou une diminution d’au
moins 2 fois du niveau d’ARNm VEGF (Uribe et al., 2011). NCL participerait au mécanisme

d’angiogenése pendant la tumorigenese.

L’interleukine-9 (IL-9) est une cytokine multifonctionnelle. IL-9 et son récepteur IL-9R sont
impliqués dans la croissance cellulaire et 1’inhibition de I’apoptose dans différents types de
lignées cellulaires transformées, ce qui suggere un potentiel réle dans la tumorogenése. Une
surexpression d’1L-9R se produit dans différentes types de lymphomes, leucémies humaines
et murines. Par la technique de retard sur gel, NCL a été trouvée comme protéine se liant sur
le promoteur d’119r, plus particulierement dans une région riche en AT. Cette interaction a été
confirmée in vivo dans des cellules de lymphome T de souris par immunoprécipitation de la
chromatine suivi d’une qPCR : NCL est enrichie prés de 15 fois sur le promoteur 119r dans
des cellules de lymphome qui I’expriment fortement. Cela est associé a 1I’ouverture de la
chromatine du promoteur et suggére fortement que NCL contribue a une activation de la
transcription de 119r (Shang et al., 2012).



NCL est aussi impliquée dans le cancer du col de 1"utérus da aux papillomavirus humains de
type 18 (HPV18) (Grinstein et al., 2002) et 16 (HPV16) (Sato et al., 2009). Les génomes de
HPV16 et HPV18 sont intégrés dans le genome nucléaire des cellules hotes. Les oncogenes
des protéines virales E6 et E7 sont fortement exprimés, ces protéines virales exercant leur
potentiel carcinogéne en inactivant des suppresseurs de tumeur comme p53. NCL est un
facteur essentiel pour I’expression de HPV18 dans les cellules cancéreuses et dans le maintien
d’une prolifération de ces cellules. Elle fixe de maniére spécifique 1’enhancer de HPV18 sur
lequel elle contrdle la formation d’un site facilitant 1’ouverture de la chromatine. De ce fait,
NCL active la transcription en phase S des oncoprotéines E6 et E7. En revanche,
I’inactivation de NCL bloque cette méme transcription et réduit la prolifération cellulaire des
cellules ayant intégré le génome de HPV18. NCL a donc une fonction de régulation de la

transcription de 1’oncogéne et un potentiel oncogénique (Grinstein et al., 2002).

Il y a d’autres exemples dans la littérature rapportant I’implication directe de NCL dans la
régulation de la transcription de certains génes comme Myc inhibé par NCL (Gonzélez and
Hurley, 2010). Selon les cas, NCL a une action activatrice ou inhibitrice. Cette dualité repose
peut-étre sur une propriété qui a été mise en évidence au laboratoire. En effet, comme
expliqué plus haut, NCL présente une activité de chaperonne d’histone et de co-remodeleur de
la chromatine (Angelov et al., 2006). Cette activité pourrait, selon le contexte propre a chaque
géne, favoriser une certaine fluidité de la chromatine ce qui faciliterait le changement d’état
transcriptionnel. Dans le cas de c-Mye, il est intéressant de noter que la transcription de Ncl

est dépendante de c-Myc, ce qui suggére I’existence d’une boucle de controle.

1.3.3 La fonction cytoplasmique de NCL

La nucléoline a un role de navette entre noyau et cytoplasme pour transporter diverses
molécules dont des protéines ribosomales impliquées dans la synthése des ribosomes (Borer
1989). Des études plus récentes ont mis en lumiére de nouveaux réles pour NCL

cytoplasmique qui impliquent des interactions NCL-protéines et NCL-ARN.

1.3.3.1 NCL participe a la régulation de la traduction

Les ARNm ont a leurs extrémités 5’ et 3 des régions non traduites (UTR, UnTranslated
Region) et au centre une région codante. Une étude sur tout le génome de cellules HelLa a

récemment été réalisée pour identifier les ARNm interagissant avec NCL (Abdelmohsen et



al., 2011). L’étude est basée sur une immunoprécipitation des complexes contenant NCL
suivie d’une identification des ARNm sur puce. Elle révele qu’une majorité d’entre eux
présentent une séquence riche en G dans leurs régions codantes et dans leurs extrémités 5°- et
3’-UTR et/ou présentent des séquences riches en adénine (A) et uridine (U) dites « ARE »
(AU Rich Elements) localisées dans le 3’UTR. La liaison de NCL au ARE a une fonction
activatrice de la traduction pour certains de ces ARNm cible (Abdelmohsen et al., 2011).

Les métalloprotéinases matricielles (MMP) constituent une famille de protéases impliquées
dans la dégradation des proteines de la matrice extracellulaire. Parmi elles, MMP-9 joue un
réle important dans le remodelage des tissus dans des processus normaux (développement
embryonnaire et osseux) et pathologiques (arthrite, cancer). Lors de situations
d’hypométabolisme expérimentalement induites par une carence en fer, le niveau de MMP-9
triple, grace a I’amélioration de 1’efficacité de traduction de son ARNm. Des tests de génes
rapporteurs révelent que cette amélioration est principalement due a la liaison de NCL sur le
3’UTR de ’ARNm MMP-9 (Fé&hling et al., 2005).

NCL interagit également avec I’extrémité 5’UTR d’ARNmM. Dans le cas des ARNm du géne
ProstaGlandine endoperoxide-H Synthase (PGHS-1), cette liaison ralenti sa traduction. Ce
ralentissement explique le délai, de 2 a 3 jours, observé entre I’accumulation des ARNm et
celle de PGHS-1. Le détail des mécanismes d’inhibition de la traduction n’est pas compris.
Cependant, le S’UTR et les deux premiers exons sont nécessaires pour cette répression. Cette
région contient des NRE peu conservés qui recrutent NCL via la formation d’une structure
secondaire stable. NCL diminue alors I’efficacité de traduction des ribosomes par un

mécanisme inconnu (Bunimov et al., 2007).

1.3.3.2 NCL participe a la régulation de la stabilité des ARNm

NCL affecte aussi la stabilité d’ARNm cibles. Par exemple, la majorité des patients atteints de
leucémie lymphocytaire chronique a cellules B (B-CLL) surexprime la protéine anti-
apoptotique bcl-2 dans leurs cellules B. Une étude révele que chez les malades, les ARNm
bcl-2 sont beaucoup plus stables et le niveau d’expression de NCL cytoplasmique est 26 fois
plus élevé que dans les cellules B normales. 1l a été montré in vitro que NCL s’associe Sur une
des séquences ARE du 3’UTR de I’ARNm bcl-2, le protégeant de la dégradation par la
ribonucléase (Sengupta et al., 2004). De plus, 1’ajout de NCL recombinante humaine dans des
extraits de cellules B normales diminue le taux de dégradation de ’ARNm bcl-2 et par
conséquent augmente la durée de vie de cet ARNm. Enfin, une diminution de NCL par RNAI



diminue le niveau de cet ARNm. Tous ces résultats indiquent que la surexpression de bcl-2,
dans le cas de B-CLL, est liée a la stabilisation de ’ARNm bcl-2 par NCL (Otake et al.,
2007).

Un autre mécanisme jouant sur les ARNm est la voie des micro-ARN (miARN). NCL
interagit avec le complexe microprocessor, requis pour la maturation initiale des miARN,
dans le noyau. NCL interagit aussi directement et spécifiquement avec les transcrits primaires
de certains miARN. En I’absence de NCL, la production de ces miARN est diminuée
(Pickering et al., 2011). C’est le cas des miARN 15a/16 qui ciblent ’ARNm bcl-2. L’ARNm
bcl-2 serait contr6lé a deux niveaux par NCL : positivement par une liaison directe de la
protéine qui favoriserait la stabilité du messager et négativement via la production de miARN
ciblant I’ARNm. La bonne compréhension de ces mécanismes nécessite que 1’on affine notre
connaissance des modifications post-traductionnelles et de la localisation sub-nucléaire de
NCL.

1.3.3.3 NCL est impliquée dans la duplication du centrosome et la
stabilité des microtubules

Par une analyse protéomique, NCL a été identifiée dans les centrosomes humains (Andersen
et al.,, 2003); tandis qu’avec une analyse par immunofluorescence c’est une forme
phosphorylée de NCL qui a été détectée dans les pbles des fuseaux mitotiques (Ma et al.,
2007). Une étude de 1’équipe de P. Bouvet avait suggéré que NCL aurait un réle dans la
duplication des centrosomes. En effet, une diminution de NCL par RNAI provoque une
amplification anormale du centrosome en mitose (Ugrinova et al., 2007). Une étude plus
récente a montré par immunofluorescence que, pendant I’interphase, NCL est localisée sur le
centriole mature du centrosome (Gaume et al.,, 2015). Les données de protéomique
d’Andersen et al. ont été confirmées grace a des analyses par western blot de centrosomes
purifiés. Des expériences d’immunoprécipitation ont montré que NCL appartient a un
complexe protéique contenant deux protéines centrosomales, y-tubuline et nineine, impliquées
dans les étapes d’accrochage et d’élongation des microtubules. Une diminution de NCL par
RNAI provoque I’accumulation de structures anormales portant des marqueurs de centrioles
immatures. Au niveau du centriole mature, la vitesse de formation des microtubules est
réduite et des défauts d’ancrages des microtubules sont observés. De plus, le réseau de
microtubule est désorganisé dans ces cellules montrant souvent des microtubules non
centrosomaux. Tout cela suggere que NCL joue un r6le direct dans le cycle du centrosome

mais aucun mécanisme moléculaire n’est connu a jour.



Le role de NCL dans la dynamique des microtubules ne semble pas se limiter aux centres
organisateurs. Pour caractériser les fonctions de NCL sur la régulation des microtubules, une
étude a fait varier I’expression de NCL dans des cellules et en a étudié les effets sur la
dynamique globale des microtubules par 1’analyse de la cinétique de la protéine EB3 qui se lie
a I’extrémité + du microtubule lors de la polymérisation (Gaume et al., 2016). Dans un
contexte de surexpression de NCL, la durée de polymérisation est plus longue mais avec une
vitesse réduite. Les pauses sont moins fréquentes et de plus courte durée ; les catastrophes
sont également moins fréquentes avec une vitesse de dépolymérisation plus lente et sur une
courte distance. Dans le contexte d’une diminution de NCL, la durée de polymérisation est
plus courte avec une vitesse légérement augmentée. Les pauses sont plus fréquentes et plus
longues ; la vitesse de dépolymérisation est plus rapide et sur une plus longue distance. En
somme, pendant la phase de croissance des microtubules, NCL contr6le la vitesse de

polymérisation en réduisant la fréquence des pauses et catastrophes.

Ces études indiquent que NCL participe au contrdle de la dynamique des microtubules et a
leur ancrage au centrosome. Elles dévoilent une fonction tout a fait inattendue pour NCL,
soulévent de tres nombreuses questions d’ordre mécanistique dont les réponses seront sans

doute intéressantes dans le cadre de processus normaux comme pathologiques.

Enfin, NCL participe a de nombreuses voies de transduction du signal. Elle interagit par
exemple avec les récepteurs de la famille ErbB, favorise leur dimérisation et leur activation
indépendamment de leur ligand (Di Segni et al., 2008). Plus en aval dans la voie de
signalisation ErbB, NCL interagit avec Ras. Cette somme d’interactions favoriserait la

prolifération cellulaire (Farin et al., 2011).

1.3.4 Le role de NCL a la membrane plasmique

Bien que NCL ne possedent pas de domaine transmembranaire hydrophobe, ni de séquence
cible pour une localisation a la membrane plasmique, elle a été observée par
immunofluorescence et microscopie électronique dans cette zone dans plusieurs types
cellulaires (Berger et al., 2015). Les modalités d’association entre membrane et NCL ne sont
pas clairement connues, mais une étroite collaboration avec le cytosquelette d’actine est
nécessaire (Hovanessian et al., 2000). La fraction de NCL trouvée a la membrane
cytoplasmique a subi des modifications post-traductionnelles notamment la N- et O-
glycosylation (Carpentier et al., 2005). L’isoforme de NCL-glycosylée est aussi présente dans

le cytoplasme mais pas dans le noyau. Cette localisation extranucléaire se produit malgré la



présence du NLS ce qui suggére que la glycosylation influence la localisation et pourrait
interférer sur la fonction de NCL (Carpentier et al., 2005). Lorsqu’un inhibiteur de la
glycosylation est utilisé sur des cellules Jurkat, la nucléoline de surface est largement reduite
sans effet apparent sur la nucléoline cytoplasmique et nucléaire, indiquant la nécessité de la

glycosylation pour cette localisation membranaire (Losfeld et al., 2009).

D’un point de vue fonctionnel, NCL agirait comme récepteur de surface pour plusieurs types
de ligands impliqués dans la prolifération cellulaires, la différenciation, 1’adhésion,
I’angiogenese et I’apoptose (Hovanessian et al., 2000; Otake et al., 2007; Srivastava and
Pollard, 1999). Il a également été montré que la liaison de HB19, un pseudopeptide spécifique
de NCL provoque une entrée de Ca®" dans la cellule, et pourrait étre impliquée dans
I’activation de voies de signalisation cellulaires (Losfeld et al., 2009). NCL serait aussi une
navette pour des ligands entre la surface de la cellule et le cytoplasme et/ou le noyau (Losfeld
et al., 2009; Srivastava and Pollard, 1999). A la membrane plasmique de cellules de
lymphome B, NCL est trouvée en complexe avec la protéine transmembranaire Fas,
médiateur de la mort cellulaire par apoptose. Cette interaction gene la liaison du ligand de Fas

et inhibe ainsi I’apoptose (Wise et al., 2013).

Le role de la nucléoline membranaire est aussi & considérer dans les mécanismes
pathologiques. En effet, la quantité de NCL glycosylée présente a la surface cellulaire
augmente avec le degré de malignité des gliomes humains. NCL peut alors devenir un
marqueur histopathologique et une potentielle cible pour une thérapie (Galzio et al., 2012).
Elle est également identifiée comme récepteur cellulaire pour I’entrée de virus multiples :
virus respiratoire syncytial humain (RSV) (Tayyari et al., 2011), virus de la grippe (Chan et
al., 2016), virus de I’Herpés, HIV (Callebaut et al., 1998), etc.

1.3.5 NCL participe a la réponse au stress

Lorsque I’ADN double brin est casseé, un processus complexe et hautement orchestré est mis
en place avec le recrutement de facteurs de réparation et de modulation de la structure de la
chromatine. NCL interagit via son domaine GAR, avec RAD50, une protéine de réparation de
I’ADN, puis est rapidement recrutée sur le site de cassure par le complexe MRN (MRE11-
NBS1-RAD50) qui intervient lors des cassures double brin. Grace a son activité de
chaperonne d’histone, NCL enléve les histones H2A et H2B du nucléosome présent sur le site
de cassure. Cette dissociation du nucléosome permet aux protéines de réparation d’accéder a
la lésion et de la réparer. Une diminution de NCL empéche la rupture du nucléosome, le
recrutement des facteurs de réparation et la réparation de la cassure double brin. Cela indique



une participation de NCL dans la réparation de ’ADN et confirme son rdle dans la

modification de la structure de la chromatine (Goldstein et al., 2013).

Dans le contexte de la réparation de I’ADN par excision de nucléotides (NER), une
surexpression experimentale de NCL diminue 1’efficacité de la réparation tandis qu’une
inhibition par RNAi I’augmente (Yang, 2009). Les auteurs suggérent que c’est I’interaction
directe de NCL avec PCNA, une protéine clé de la voie NER, qui inhiberait la réparation. Le
mécanisme précis n’a pas été décrit mais il a été proposé¢ que ’activité hélicase de NCL
participe a I’ouverture de la double hélice d’ADN nécessaire a la réparation.

La protéine p53 est un élément crucial dans la réponse cellulaire suite & un stress : elle est
capable d’inhiber la prolifération ou d’induire 1’apoptose de la cellule. Dans les cancers
humains, le gene p53 présente souvent des mutations empéchant I’activation de p53. Ce
défaut peut contribuer a la prolifération de cellules génétiquement défectueuses conduisant au

développement de cancers.

Une étude a montré que 1’augmentation de la traduction de p53, observée aprés une irradiation
ionisante, impligue NCL. Le 5°’UTR de I’ARNm p53 joue un role important dans ce
phénomeéne ; NCL s’y lie et inhibe la traduction de p53 (Takagi et al., 2005). La liaison de la
protéine ribosomique L26 (RPL26) a ce méme UTR provoque les effets inverses. NCL et
RPL26 apparaissent comme des régulateurs de la traduction de p53, et agissent en

compétition vis-a-vis d’une liaison avec le 5’UTR de I’ARNm p53.

Le méme groupe d’auteurs a ensuite tenté de comprendre le mécanisme moléculaire par
lequel NCL réprime la traduction de p53 ainsi que ses relations avec RPL26 (Chen et al.,
2012). Avec des expériences de transcription/traduction in vitro, il a été montré que NCL agit
directement avec les séquences 5’- et 3’UTR de I’ARNm p53, via ses RBD pour réprimer la
traduction de p53. NCL et RPL26 sont en compétition pour lier des structures en double brin

présentes dans les 5°- et 3°-UTR.

Finalement les auteurs de cette étude proposent que dans des cellules non stressées NCL, sous
forme de dimeres, lie directement les séquences structurées des 5’ et 3’UTR ; en condition de
stress, RPL26 est recruté sur les UTR, rompt le complexe NCL-NCL, ce qui léve I’inhibition
de la traduction de p53. Toutes ces interactions suggerent egalement une fonction extra-
ribosomique de RPL26.

Le terme de stress nucléolaire designe une voie de réponse au stress par laquelle le nucléole
signale au cytoplasme de provoquer 1’apoptose (Tsoi et al., 2012). Sous 1’action d’un stress
comme I’irradiation vy, un choc thermique ou des molécules chimiques, le nucléole est capable

de réguler le taux de synthése des protéines en ajustant la biogenése de ribosomes tout en



séquestrant et en libérant une variété de protéines affectées au cycle cellulaire et a la
réparation de I’ADN (Nalabothula et al., 2010). NCL est 1’'une des protéines qui participe a
cette réponse. A titre d’exemple, un choc thermique ou un stress génotoxique provoque une
délocalisation d’une fraction de NCL du nucléole vers le nucléoplasme. NCL se lie, in vitro
comme in vivo, avec la Protéine de Réplication A (RPA), une protéine clé du contrble de la
réplication, en particulier pour I’étape d’initiation. Cette interaction, qui se produit par
I’intermédiaire du domaine C-terminal de NCL, est suffisante pour inhiber I’initiation de la
réplication de I’ADN in vitro (Kim et al., 2005).

Ces exemples montrent la diversité des mécanismes qui impliquent NCL dans la réponse au
stress.
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Figure 4 - Schéma récapitulatif des différentes localisations et principales fonctions connues de NCL

D’aprés (Berger et al., 2015). Dans le noyau et le nucléole, NCL (étoile rouge) participe a la transcription de I’ADNr par I’ARN
Polymérase | (1), intervient dans le clivage des pré-ARNr (2). NCL est nécessaire pour la transcription par ’ARN polymérase
Il (3) et le transport des protéines ribosomales (4). Elle maintient I'euchromatine dans un état actif (5), facilite la
transcription de certains génes surexprimés dans des cancers (6). Dans le cytoplasme, elle est importante pour la
duplication correcte du centrosome (7) et interagit avec divers ARNm pour modifier leur stabilité et/ou traduction (8) ou
d’autres classes d’ARN tels les mircoARN, affectant I'expression d’oncogenes et génes suppresseurs de tumeurs (9). A la
surface de la cellule, elle peut inhiber I'apoptose (10) ou augmenter la prolifération, la migration, entrainer une résistance a
I'apoptose (11) selon les voies de signalisation utilisées. Enfin, elle est sert de navette pour des molécules de surface vers le
compartiment nucléaire (12).



1.4 La nucléoline dans les maladies neurodégénératives

De par ses multiples fonctions et localisations, la nucléoline a un réle dans des pathologies
diverses (cancers, infections virales, thalassémie...). D’ailleurs, la dérégulation de
I’expression de NCL et/ou de sa localisation sont décrites dans différentes maladies
neurodégénératives, incluant les maladies de Parkinson (PD), d’Alzheimer (AD),
d’Huntington (maladie a polyglutamine, polyQ) et les syndromes de démence

frontotemporale (FTD).

1.4.1 NCL et la maladie d’Alzheimer

La maladie d’Alzheimer est une forme commune de démence qui touche des millions de
personnes dans le monde. Elle est caractérisée par des symptdmes comportementaux et
cognitifs qui dérivent de profonds changements fonctionnels et structuraux dans les neurones
allant jusqu’a leur mort progressive dans le cortex et I’hippocampe, composé notamment de la
Corne d’Ammon (CA), du gyrus denté (DG). Une hypothése sur 1’origine de cette maladie
serait une accumulation de la protéine amyloide béta (AP) qui provient d’un clivage
protéolytique incorrect de la protéine transmembranaire précurseur amyloide (APP), protéine
ubiquitaire dont la fonction principale est inconnue. Ce clivage anormal provoque la
formation de peptides amyloides beta 42 (AB42) qui peut exister sous de nombreuses formes :
monomeres, dimeéres, oligomeéres et polymeres. Les formes présentes varient selon leur
concentration intra et/ou extracellulaires. Les polymeéres hydrophobes sont une forme stable
pouvant s’accumuler progressivement en fibrilles amyloides ou plaques amyloides, intra ou
extracellulaires. La progressive accumulation cérébrale d’Ap42 initie une cascade
multicellulaire complexe allant jusqu’a un dysfonctionnement et une perte neuronale qui

diminue les fonctions cognitives (Dennis J. Selkoe, 2001; Sarkar et al., 2016).
Plusieurs rapports incitent a tenir compte de I’implication de NCL dans cette maladie.

A partir de lysat cytoplasmique de cellules T leucémiques humaines, Zaidi et collaborateurs
ont purifié par chromatographie et identifié, par analyse de séquence d’acides aminés, des
formes tronquées des NCL comme des interacteurs spécifiques de la région 3’UTR de
I’ARNm APP. Cette interaction pourrait provoquer une stabilisation de cet ARNm, les

conséquences sur la traduction ne sont pas discutées par les auteurs (Zaidi and Malter, 1995).

Chez les patients atteints de la maladie d’Alzheimer, ’expression de NCL a été évaluée dans

les structures de I"hippocampe. Au cours de la maladie, une diminution de I’expression NCL



est observée notamment dans la corne d’Ammon. De plus, NCL n’est plus localisée dans le
nucléole des neurones du gyrus denté. (Hernandez-Ortega et al., 2015). Cette sévere
délocalisation de NCL associée aux altérations de I’expression de plusieurs protéines
nucléaires et ribosomiques suggeérent un stress nucléolaire dans les cellules neuronales qui
pourrait conduire a la neurodégénérescence. Par ailleurs, NCL est aussi présente a la surface
des macrophages un des composant de la microglie. Elle agit alors comme récepteur du
peptide AP42 monomérique ou fibrillaire. Par cette interaction, NCL contribuerait a
I’élimination d’AP42 par phagocytose par les microglies (Ozawa et al., 2013). Mieux
connaitre les fonctions de NCL dans les différents compartiments cellulaires pourrait

contribuer a la prévention et au traitement de cette maladie.

1.4.2 NCL et les maladies a polyglutamine

Les maladies par expansion de polyglutamine (polyQ) regroupent neuf pathologies dont la
maladie de Huntington. Les génes mutés portent une expansion de trinucléotides CAG répétés
(> 40) menant a I’allongement d’un motif polyglutaminé dans les protéines correspondantes.
Le tissu neural est le principal site de ces pathologies : les neurones affectés présentent des
agregats de protéines mutées insolubles auxquels I’expansion de polyglutamine confere des
propriétés toxiques. Cette toxicité cause la mort des neurones dans des régions spécifiques du
cerveau, propre a chaque maladie (Reis et al., 2016). En plus du réle pathogéne des protéines,
les ARNm anormaux eux-mémes sont neurotoxiques. Ces ARNm anormaux ont tendance a
former des foyers dans le noyau des cellules de patients comme dans les cellules des modeles
animaux. Ces foyers d’ARNm-CAG sont capables de séquestrer des protéines
(Wojciechowska and Krzyzosiak, 2011; Chan, 2014). Par exemple, NCL interagit directement
et spécifiquement, par ses RBD 2 et 3, avec les ARNmM-CAG. Cette interaction empéche NCL
de se lier sur la partie UCE (Upstream Control Element) du promoteur de I’ADNr qui devient
hyperméthylé et réduit la transcription des ARNr (Tsoi et al., 2012). Ces mécanismes qui

meénent a la mort cellulaire contribueraient ainsi a la pathogenese.

1.4.3 NCL et la démence frontotemporale (FTD)

Le syndrome (FTD/ALS) associe une démence frontotemporale (FTD) et une sclérose latérale

amyotrophique (ALS). Il atteint le comportement, la personnalité, le langage, la mémoire et



induit des probléemes moteurs : faiblesse, paralysie et atrophie des muscles. Il est fatal dans les

trois ans apres la survenue des symptémes.

Un défaut génétique, identifié sur le locus 9p21, est la cause la plus commune de FTD/ALS.
Une répétition d’hexanucléotides GGGGCC a été identifiée dans le premier intron du gene
C9orf72 (Chromosome 9 open reading frame 72). Cette localisation intronique suggére que le
mécanisme de la maladie implique les ARN plutét que la protéine normalement produite.
C9orf72 code une protéine conserveée mais dont la fonction est inconnue (DeJesus-Hernandez
et al., 2011). Chez les malades, ce motif (GGGGCC) , est répété de 30 a plusieurs centaines
de fois. Les répétitions sont transcrites dans les deux directions (sens et anti-sens) et peuvent
conduire a la formation dans le noyau de foyers d’ARN qui peuvent interagir avec des
protéines liant les ARN. Il a été montré que des neurones de souris exprimant C9orf72 muté
présente un déplacement de NCL partiel et diffus dans le noyau, ce qui suggere que les
ARNM mutés induisent un stress nucléolaire partiel, les auteurs n’ont pas détecté de

conséquences sur la transcription de I’ADNr (O’Rourke et al., 2015).

En conclusion, par sa structure et sa localisation ubiquitaire, bien que principalement
nucléolaire, et ses nombreuses modifications post-traductionnelles, NCL est capable d’avoir
de nombreuses interactions avec des acides nucléiques comme avec des protéines. De ce fait,
ses fonctions sont multiples et complexes: on la retrouve dans de nombreux processus
cellulaires (transcription par les ARN polymérases | et Il, biogenése des ribosomes,
maturation des ARNr, régulation de la traduction, etc...) normaux et pathologiques. La
complexité de ses actions est telle qu’il est difficile de tirer des conclusions simples sur son
role global. De plus, toutes les études ont été menées dans des modeles de cellules en culture,
la plupart du temps dérivées de cellules cancéreuses. Son étude dans un organisme entier
pourrait ouvrir de nouvelles perspectives notamment au cours du développement et maladies
neurodégénératives. Aussi, il nous est apparu utile de développer un modéle murin permettant
de réaliser I’invalidation conditionnelle de Ncl et nous avons initié la création d’un tel

modele.



2. Modele murin pour I'invalidation conditionnelle du
gene Ncl.

Comme explique précédemment, des études menées dans notre laboratoire ont montré que
I’utilisation de RNAI contre Ncl sur des cellules (HeLa et fibroblastes humains normaux)
induit des perturbations dans le cycle cellulaire : les cellules s’arrétent en phase G2, il n’y a
plus de prolifération cellulaire et une augmentation de I’apoptose est constatée (Ugrinova et
al., 2007). De plus, le laboratoire a mené une autre étude avec la lignée cellulaire DT40 issue
des lymphocytes B de poulet en inactivant de maniere conditionnelle le gene Ncl dans ces
cellules. Les résultats montrent que la nucléoline est indispensable & la prolifération et la

survie cellulaire dans ce systeme (Storck et al., 2009).

Considerant ces résultats, la création d’un modele d’invalidation totale (KO) du géne Ncl chez
la souris ne semblait pas envisageable. C’est pourquoi, la stratégie d’un modele d’invalidation
conditionnelle ou Knock-Out conditionnel (cKO) a été adoptée et mise en ceuvre avec le

systeme Cre-loxP.

2.1 Principe de la recombinaison par le systeme Cre/loxP

Le systéeme Cre/loxP est naturellement présent dans le cycle de vie du bactériophage P1 pour
la réplication du génome viral. Ce systtme est composé de deux acteurs: I’enzyme
recombinase Cre (Cyclic Recombinase), protéine de 38 kDa, et de séquences d’ADN
specifiques appelées loxP (Locus of X-over P1) de 34 pb. La recombinase Cre est capable de
reconnaitre les séquences loxP et de réaliser des recombinaisons entre ces séquences. En
fonction de I’orientation et de la localisation de ces séquences loxP, plusieurs types de
modifications génétiques peuvent avoir lieu : délétion, inversion, translocation, insertion de
séquences d’ADN (Sauer and Henderson, 1988; Hofker and van Deursen, 2011). La Figure 5
illustre le principe d’action de la recombinase dans le cas d’une délétion. La recombinase Cre
reconnait les séquences loxP et la région comprise entre les séquences loxP est excisée de

I’ADN génomique en formant un ADN circulaire.
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Figure 5 - Le systeme Cre-loxP.

(A) Séquence loxP de 34 pb reconnue par la recombinase Cre. Deux séquences palindromiques (rouge) sont séparées par
une séquence de 8 pb (noir) dite région espaceur. (B) Mécanisme d'action du systeme dans le cas d'une délétion. La
séquence présente entre les 2 sites loxP est excisée suite a la recombinaison des séquences loxP par I'enzyme Cre.

Ce mécanisme a été développé en une technologie de recombinaison site-specifique largement
utilisée pour générer des souris génétiquement modifiées. L’obtention de ces souris nécessite
que les séquences loxP, associées au gene d’intérét, soient intégrées dans le génome d’une
lignée de souris par recombinaison homologue tandis que le géne de la recombinase Cre est
intégré dans le génome d’une autre lignée de souris. Le croisement des deux souris permettra
d’obtenir des descendants possédant simultanément les séquences loxP dans le géne a
invalider et le gene de la recombinase (Hofker and van Deursen, 2011). Dans ces souris, le
géne d’intérét peut étre invalidé d’une maniére maitris¢, soit en contrélant la transcription de
la recombinase Cre, soit en contr6lant son activité enzymatique. Ces deux mécanismes de

régulation sont expliqués ci-apres.

2.2 Le controle de la transcription de la recombinase Cre

Une premiére possibilité pour inactiver le gene d’intérét est de contrdler la transcription de

Cre afin que la recombinase soit présente ou non dans les cellules. Dans ce systeme, le



transgene Cre est sous le controle d’un promoteur permettant une expression controlée de Cre
dans I’espace et dans le temps. En choisissant le promoteur, I’expression de Cre, et donc
I’apparition de I’invalidation du géne ciblé, pourra étre ubiquitaire, restreinte a un organe, ou

a une lignée cellulaire spécifique.

Dans ce projet, nous avons utilisé deux lignées de souris qui expriment toutes deux la
recombinase Cre sous le contréle de promoteurs dérivant de celui du gene Nestin du rat.
Nestine est une protéine des filaments intermédiaires composant le cytosquelette des cellules.
Elle s’exprime principalement dans les cellules progénitrices, actives et en division, du
systéeme nerveux central et périphérique qui donnent neurones et glie. Elle est abondante
pendant la neurogenese précoce et dans ces systémes nerveux suggérant qu’elle est critique
pour le développement neural. Toutefois, elle est aussi trouvée dans les précurseurs
myogéniques des muscles squelettiques et du cceur, dans le bourgeon dentaire en
développement, les testicules, les cellules progeénitrices de la gaine du follicule pileux de la
peau (Michalczyk et Ziman 2005). Au moment de la différenciation cellulaire, I’expression de
nestine est réduite, elle est alors remplacée par des filaments intermédiaires spécifiques des
tissus. Chez I’adulte, nestine est ré-exprimeée transitoirement apres des dommages des muscles
ou du SNC. De plus, des tissus adultes, comme le SNC et la peau, contiennent de faibles
populations de cellules souches/progénitrices exprimant Nestin, suggérant un rdle de réserve
en cas d’activation. Cette protéine est utilisée comme marqueur des cellules souches, des

cellules en prolifération et en cours de migration (Michalczyk et Ziman 2005).

Les deux lignées utilisées, different I’une de 1’autre par les séquences, issues du promoteur
original de Nestin, retenues par les auteurs (Betz et al., 1996; Tronche et al., 1999), ce qui se
traduit par un profil d’expression de Cre différent. La lignée Nestin-Cre de Betz et
collaborateurs a une expression ubiquitaire : les index de délétions varient de 35 a 98 % selon
les organes/tissus analysés. Le maximum est observé dans les testicules et le cerveau avec un
index de 98 et 92 % respectivement (Betz et al., 1996). La lignée Nestin-Cre de Tronche et
collaborateurs, notée désormais Nestin-Cre (FT), exprime la recombinase Cre de maniére plus
spécifique dans le systeme nerveux central (SNC). D’autres organes (testicules, reins, cceur,
poumons) I’expriment également mais avec une fréquence beaucoup plus faible comme
I’illustre le site Mouse Genome Informatics (http://www.informatics.jax.org/) (“Tg(Nes-
cre)1Kln Transgene Detail MGI Mouse (MGI:2176173),” n.d.). L’article original ne donne

pas de détail sur la construction, ni sur I’expression du transgene.

Nous avons choisi ces deux lignées dans le but d’observer les effets de ’inactivation de Ncl
dans le SNC. En effet, comme cela est expliqué plus haut, NCL est impliquée dans de

nombreux syndromes degenératifs humains. De plus, un article récent montre que NCL


http://www.informatics.jax.org/

participe, en se liant a des ARN, a la croissance et la prolifération des neurones (Perry et al.,
2016). Son étude a I’aide de notre modele cKO est a méme d’apporter des réponses
importantes aux questions qui se posent a propos de ces mécanismes normaux ou
pathologiques. Ces deux lignées présentent un avantage technique, puisqu’elles expriment Cre
dans les lignées germinales méles et femelles. Nous avons tiré parti de cette expression pour
tenter d’obtenir une transmission germinale de la délétion. Au laboratoire, cette stratégie s’est
révélée efficace dans le cadre de la création d’une lignée cKO pour le geéne PC4

(Swaminathan et al., 2016).

2.3 Le controéle de l'activité de la recombinase Cre par
induction chimique

Une autre possibilité pour inactiver le géne d’intérét est de contréler 1’activité de la
recombinase de Cre. Dans ce systéeme, comme précédemment, le promoteur détermine le(s)
type(s) cellulaire(s) et le moment ou la recombinase Cre va s’exprimer. L’enzyme est alors
présente mais inactive ; c’est I’ajout d’un inducteur chimique qui va induire son activité de
recombinaison. L’utilisation combinée du promoteur particulier et de 1’inducteur chimique
permet, en théorie, une grande précision dans le contrdle spatio-temporel de ’activité de la

recombinase Cre et donc de I’induction de la recombinaison.

Dans cette étude, c’est la lignée transgénique C57BL/6-Gt(ROSA)26Sor™MCre/ESRATE o) est
utilisée, elle sera désormais nommée RosaCreER 2. La recombinase chimére CreER ' est une
fusion de la recombinase Cre et du domaine de liaison de I’hormone du récepteur aux
cestrogénes humain (ER). Trois mutations ont été introduites dans ce domaine, ce qui permet a
la protéine chimére d’étre uniquement activée par les cestrogénes Synthétiques tel le
tamoxifene et non par les cestrogénes endogenes. Une fois le transgene transcrit et traduit, la
recombinase CreER' est inactive car elle forme un complexe avec une protéine de choc
thermique Hsp90 qui la seéquestre dans le cytoplasme de la cellule. Les interactions entre
Hsp90 et la recombinase se rompent lorsque le tamoxifene, métabolisé en 4-
hydroxytamoxiféne (4-OHT) se lie sur le récepteur ER™. La recombinase est alors libérée et
se délocalise du cytoplasme vers le noyau ou elle va agir sur le géne d’intérét flanqué des
séquences loxP (Zhao et al., 2006; Hofker and van Deursen, 2011). La Figure 6 présente un
schéma explicatif du mécanisme. Le transgene étant inséré dans le locus Gt(ROSA)26, situé

sur le chromosome 6. Ce locus contient le géne d’un long ARN non-codant sous le contrdle



d’un promoteur constitutif et d’expression ubiquitaire : la recombinase sera exprimée et donc

activable par le tamoxifene dans toutes les cellules de la souris.

Avant traitement au tamoxiféne Aprés traitement au tamoxiféne

Cytoplasme e 4-OHT
= joxP
Hl Exon

Figure 6 - Mécanisme d'action de la recombinase CreER induite par le tamoxiféne.

Avant traitement au tamoxiféne la recombinase CreER' est séquestrée dans le cytoplasme de la cellule par Hsp90. La
fixation du 4-OHT dissocie la recombinase et Hsp90. La recombinase CreER™ est libérée et se déplace alors dans le noyau
cellulaire pour agir sur le génome.

Ces deux modeles sont complémentaires. Le modele Rosa-Cre d’expression ubiquitaire nous
permet d’explorer les effets de I’inactivation de Ncl dans de nombreux tissus simultanément.
Par exemple, une collaboration avec le groupe de José Courty a mis en ceuvre ces souris pour
montrer, dans un mode¢le de greffes orthotopiques de cancers du pancréas, que 1’inactivation
de Nl se traduit par une réduction de la vascularisation de la tumeur. L’activation de CreER "
est en théorie possible a tous les ages, les limites étant posées par une certaine toxicité du
tamoxiféne qui sera abordée dans la discussion. Les souris Nestin-Cre ont été essentiellement
choisies pour tenter le passage germinal de la délétion. Les souris Nestin-Cre (FT) ont été

utilisées pour tenter aussi ce passage et pour étudier le réle de NCL dans le SNC.

2.4 Les points de vigilance vis-a-vis du systeme Cre-loxP

Bien que ce systéme d’inactivation conditionnelle soit un outil biotechnologique largement
utilisé, il faut tout de méme garder a ’esprit que la présence d’une recombinase, inductible ou
non, dans le génome d’un organisme n’est pas anodine. Plusieurs auteurs relatent des effets
plus ou moins dommageables selon le modele, les promoteurs choisis. Ainsi, I’expression de

la recombinase CreER" dans des cellules de mammiféres, n’ayant pas recu des séquences



loxP exogeénes, peut provoquer une diminution de la prolifération, une augmentation de
I’apoptose et de nombreuses aberrations chromosomiques dépendant de 1’activité de la
recombinase Cre (Loonstra et al., 2001). Une autre étude utilisant la recombinase CreER™ a
constaté des défauts dans le développement embryonnaire des souris, des anémies létales et
une augmentation de 1’apoptose dans plusieurs tissus (Naiche and Papaioannou, 2007). De
plus, une étude a comparé des souris exprimant la recombinase Cre et la recombinase chimére
CreER'™, toutes deux placées sous le contrdle du promoteur Nestine (Forni et al., 2006) : des
dommages cérébraux ont été détectés suite a une expression élevee de Cre dans les
progéniteurs neuronaux (Forni et al., 2006). En revanche, la lignée de souris Nestin-Cre étant
largement utilisée en neurobiologie, une équipe a analysé la contribution du transgene sur le
comportement. Aucune altération de la locomotion, de [’activit¢ exploratoire, de
I’apprentissage et de la mémoire, de la sociabilité, des réactions sensorimotrices n’a été
décelée. Seule une défaillance dans I’acquisition de la peur sous différentes conditions est
observée (Giusti et al., 2014).

L’ensemble de ces données montre I’importance de choisir les contrles adaptés afin de
s’assurer que les éventuels phénotypes détectés soient bien spécifiques du geéne d’intérét
invalidé et non des effets secondaires de 1’activité de la recombinase Cre. C’est pourquoi,
dans la mesure du possible, les animaux contrbles de cette étude expriment tous la

recombinase quel que soit le promoteur utilisé.



Objectifs




L’objectif général de ce projet a été de caractériser les effets de I’inactivation de Ncl chez la
souris. Des approches utilisant la recombinaison de site spécifique Cre-loxP ont été mises en
ceuvre en vue de I’invalidation conditionnelle du géne Ncl de maniere ubiquitaire ou tissu

spécifique.

Cet objectif a été précise lors de la conduite de plusieurs études en parallele :

= Etudier les effets de la délétion chez les souris adultes. L’induction de la délétion du
gene Ncl a été faite par le biais d’injection de tamoxiféne dans des souris exprimant le

transgéne Rosa-CreER™ de maniére ubiquitaire.

= Etudier I’impact de I’invalidation du gene Ncl au cours du développement dans tout

I’organisme via un systeme inductible au tamoxiféne.

= Etudier I’impact de I’invalidation du géne Ncl pour le développement du systéme

nerveux central via I’expression de Cre sous le contrdle de promoteurs spécifiques.



Materiel et

Méthodes




1. Expérimentation animale

1.1 Les souris utilisées

Dans ce projet plusieurs lignées de souris sont utilisées, toutes possédent le méme fond
génétique C57BI/6, les animaux de chaque lignées sont génotypées quelques jours apres la

naissance.

L’ensemble des expériences réalisées ont fait 1’objet d’une validation par le comité d’éthique.

1.1.1 Lignée NCL flox

Notre laboratoire a créé, en collaboration avec 1’Institut Clinique de la Souris a Illkirch, une
lignée de souris transgéniques dans laquelle des séquences loxP ont été insérées dans le gene

Ncl, c’est pourquoi cette lignée est dite « Ncl flox » (flanked by loxP).

Aprés analyse de la structure du géne, I’exon 3 a été selectionné pour étre la cible du KO
conditionnel (Figure 7). L’excision de cet exon provoque un décalage dans la séquence de
I’ARNm et I’insertion précoce d’un codon stop. Deux situations peuvent avoir lieu pour ce
transcrit : soit il est détecté comme ARNmM non-sens par les voies de contrdle qualité des
ARNmM, il est alors dégradé ; soit il est traduit, mais le cadre de lecture étant modifié par un
codon stop prématuré présent dans la phase ouverte de lecture, la traduction est arrétée, une
protéine tronquée est obtenue. Comme il sera indiqué plus tard, les résultats des western blot

ne montrent pas de protéines tronquées ce qui suggere que les ARNm sont dégradés.

Les séquences loxP ont été incorporées de part et d’autre de cet exon par recombinaison
homologue dans des cellules ES a partir desquelles la lignée transgénique a été établie.
L’alléle sauvage est noté Ncl* et I’alléle contenant les séquences loxP dit alléle floxé Ncl”. La
lignée est maintenue a 1’état hétérozygote Ncl™ ou a I’état homozygote NcI selon les

besoins des expériences.

La lignée Ncl flox est croisée avec différentes lignées exprimant la recombinase Cre selon les

expériences du projet.




loxP loxP

Recombinaison induite par Cre

loxP 1kb

Figure 7 - Schéma du géne Ncl et cible du KO conditionnel.
Les séquences loxP sont positionnées de part et d’autre de I'exon 3 qui sera supprimé apres la recombinaison induite par
Cre.

1.1.2 Lignée Nestin-Cre

La lignée Nestin-Cre est décrite par (Betz et al., 1996). La région codante de Cre, incluant le
signal de localisation nucléaire, est exprimée sous le contrdle du promoteur du géne Nestin de
rat et d’un enhancer présent dans le second intron de Nestin. Comme décrit dans le paragraphe
2.2 « Le contrdle de la transcription de la recombinase Cre », cette recombinase s’exprime

dans le SNC mais aussi dans d’autres organes.

1.1.3 Lignée Nestin-Cre (FT)

La lignée Nestin-Cre décrite par F.Tronche (Tronche et al., 1999) exprime Cre plus
spéecifiquement dans les précurseurs des cellules neuronale et gliales que la lignée précédente.
Le transgéne est localisé sur le chromosome 12 et son expression est détectée a partir de
E10,5 dans le SNC.

Pour ces deux lignées Nestin-Cre, les souris qui possedent le transgene seront notées Nestin-
Cre" et Nestin-Cre™ si elles ne I’ont pas. Quand le transgene est présent, seul les génotypes
des parents pourront nous indiquer si le transgéne est a ’état hétérozygote Nestin-Cre™”, le
caractere homozygote ne peut pas étre déterminé par la PCR de génotypage telle que nous

I’employons. Les deux lignées sont maintenues a 1’état hétérozygote Nestin-Cre*".

1.1.4 Lignée RosaCreERT?2

Cette lignée commerciale provient de chez Taconic (C57BL/6-Gt(ROSA)26Sor ™M (Cre/ESRDAMey
(Seibler et al., 2003). Comme mentionné plus au paragraphe 2.3, le transgéne codant CreER ™



est inséré dans le locus Gt(ROSA)26. Cette lignée exprime la recombinase CreER™ de
manicre ubiquitaire, I’activité de recombinase est induite par ’administration de tamoxiféne.
Le fournisseur mentionne une efficacité de la délétion variable selon les organes et les génes
ciblés : supeérieure a 70 %, excepté dans le cerveau ou elle est plus faible, moins de 70 %

(Biosciences, n.d.).

Pour faciliter la lecture de ce manuscrit, le transgéne codant CreER™ sera désormais noté

CreER' et la nomenclature suivante sera utilisée : transgéne a 1’état homozygote CreER """ ;

RT2+/- RTZ-/-

transgene a 1’état hétérozygote CreE ; absence de transgene CreE . Cette lignée est

maintenue a 1’état homozygote CreER™".

Il faut noter que la société Taconic qui commercialise la «lignée Rosa-CreER'™ »
recommande la présence a 1’état hétérozygote de ce transgene au cours des expériences, afin
de minimiser d’une part la probabilité d’événements de recombinaison indésirables et d’autre

part la toxicité inhérente a la présence de Cre.

1.2 Les conditions d’hébergement

Les lignées murines citées précédemment sont hébergées sur le Plateau de Biologie
Expérimentale de la Souris (PBES) de ’ENS de Lyon. Cette plateforme technologique de la
Structure Fédérative de Recherche BioSciences, a un statut sanitaire EOPS (Exempt
d'Organisme Pathogeéne Spécifique). Les conditions d’hébergement sont résumées dans le
Tableau I, sachant que les souris utilisées sont dans le secteur élevage ou dans le secteur

expérimental Al.

Tableau | - Parameétres d’hébergement.
Source : PBES — ENS de Lyon

Secteur expérimental Al Secteur élevage
Etage Rez-de-chaussée Premier étage
Piece 001  |001[002| 003 |101]102 [103] 104
. Por_tgirs Cages . o .
Hébergement ventilés en Portoirs ventilés en surpression

. |conventionnelles
surpression

Manipulation des | Sous hotte

. Conventionnelle Sous hotte de change
animaux de change
Pression dans les
+/-
piéces d’hébergement 30 Pa+/-5Pa
Renouvellement d’air 15 volumes / heure




Température des

piéces d’hébergement 22°C +/- 2°C

Hygrométrie des

04 +/- 0
piéces d’hébergement 50 % +/- 10 %

Alternance Jour / Nuit : 13/12h
Phase lumineuse : 7h30 - 20h30
Changement heure d’été / heure d’hiver
Sauf exceptions :
Reproducteurs, petits avant sevrage : formule « élevage » irradiée a 10 kGy
Nourriture (réf : A03-10, société SAFE)
Animaux apres sevrage : formule « entretien» irradiée a 10 kGy
(réf : A04-10, société SAFE)
Boisson Eau de ville adoucie, acidifiée (PH 4 a 6) et chlorée (4,5 a 6,5ppm)
Sciure de peuplier calibrée (réf. 29/12, société Souralit) autoclavée 20
minutes a 121°C

Lumiére dans les
piéces d’hébergement

Litiére

1.3 L’administration du tamoxiféne

Comme indiqué en introduction, la recombinase CreER'™ a une activité dépendante de la
présence du tamoxifene. Cette molécule synthétique a une forte affinité pour les récepteurs
aux cestrogénes et sa molécule active, le 4-OHT, va se fixer de maniere spécifique sur la

recombinase chimere.

Une solution de tamoxiféne (Cayman chemical company — 13258) a 10 mg/mL est préparée
par dissolution dans de I’huile de colza a 37°C a I’abri de la lumiére. La solution est filtrée
(0,22 um) et aliquotée puis conservée a -20°C. Le tamoxifene est administré aux souris par
injection intrapéritonéale (i.p) de 100uL, 1 mg/souris adulte (~40-45 mg/kg/jour). Chaque
souris recoit une injection quotidienne d’un mg pendant cing jours consécutifs (J1 a J5), selon
le protocole proposé dans 1’ouvrage Transgenic Mouse Methods and Protocols (Hofker and

van Deursen, 2011).

Les souris sont pesées le premier jour de I’injection (J1), ce poids initial sert de référence pour
I’ensemble de 1’expérience. Les souris sont surveillées et pesées quotidiennement. Une perte
de 20 % du poids initial est considérée comme une souffrance pour I’animal constituant un

point limite. Aussi, dés qu’une souris atteint ce point limite, elle est mise a mort.

1.4 Le prélevement d’organes

Les conditions de prélévement varient en fonction de la finalité de 1’échantillon.



1.4.1 Echantillons a destination d’études de biologie
moléculaire et biochimiques

La numérotation des souriceaux, de 1 a 99, se fait par le prélevement de certains doigts des
pattes, entre huit et dix jours apreés la naissance (P8 a P10). Ce prélévement est indolore & cet
age, puisque les doigts ne sont pas encore innervés. Les phalanges coupées sont utilisées pour

réaliser les génotypages.

La souris adulte est tuée par dislocation cervicale, pesee et rapidement disséquée. Les organes
sont prélevés, éventuellement peses, rincés au PBS 1X si nécessaire, congelés dans 1’azote

liquide et conservés a -80°C jusqu’a leur utilisation.

Les souris pour lesquelles un dosage du cholestérol est realisé sont anesthésiees par
I’administration dans I’ceil d’une goutte de chlorhydrate de tétracaine a 10 mg/mL (~0,5
mg/ceil). Les préléevements de sang sont réalisés dans le sinus rétro-orbital a 1’aide d’une
pipette en verre. Le sang est prélevée dans un tube sans traitement particulier, laissé a
température ambiante pendant 30 min afin qu’il coagule. Le tube est centrifugé 10 min a

10000 g a 4°C. Le surnageant (sérum) est congelé a -20°C.

1.4.2 Echantillons a destination d’études histologiques

La souris est pesée, anesthésiée par un mélange de kétamine (33mg/mL) et xylasine
(0,6mg/mL) en i.p. (~90 pL/souris). La kétamine est un analgésique qui empéche la douleur
tandis que la xylasine est un sédatif qui provoque I’endormissement de 1’animal entrainant

une myorelaxation.

Dés que la souris est endormie, elle est disséquée pour accéder au cceur. Une perfusion
intracardiaque de PBS 1X est réalisée afin de remplacer le sang par le PBS. Quand il n’y a
plus de sang, I’animal est perfusé avec 5 a 10 mL d’une solution de PFA 4% - PBS 1X qui
commence a fixer les organes et entraine sa mort. La perfusion terminée, les organes sont
prélevés et fixés dans du PFA 4% - PBS 1X a 4°C entre une nuit et 24h.

La suite du traitement des echantillons est décrite dans le paragraphe histologie.



1.5 Les tests de comportement

Les tests de comportements ont été réalisés avec 1’aide de Christian Nielsen, dans le cadre de
son stage de Master Biosciences 1°® année tandis que les expériences sur la démarche ont été
faites avec 1’aide de John Giorgi, étudiant de 1’Université d’Ottawa lors de son stage de
Master.

+/+.

Des souris mutantes Ncl™"4: Nestin-Cre (FT)*" et des souris contréles Ncl*™*; Nestin-
Cre(FT)™" ont subi plusieurs tests. ls sont faits par paire mutant/controle de méme age et de

méme sexe, avec des souris agées de 2 a 17 mois.

Les tests de comportement sont sensibles aux influences externes et leur réalisation requiert
des précautions. Tous les tests ont été réalises au PBES, dans une piece plus spécialement
dédiée a cet usage, ou il est possible de contrdler le niveau d’éclairage. Tous les tests sont
conduits en silence, sans gestes brusques, en évitant toute manipulation inutilement stressante

pour I’animal. Les animaux sont placés dans cette piéce 30 minutes avant le début des tests.

1.5.1 Test de l'open field

Ce test mesure I’activité générale et le comportement d’exploration des rongeurs par

I’enregistrement des déplacements et mouvements de 1’animal.

Le support est composé d’une boite en PVC gris neutre ouverte de 40 x 40 cm avec quatre
parois suffisamment hautes pour éviter que les animaux ne s’échappent. Une caméra associée
au logiciel Ethovision XT (Noldus) est utilisée pour I’enregistrement, le suivi et ’analyse des
mouvements des souris. L’intensité lumineuse mesurée dans la boite est de onze lux. Le test

dure 20 minutes par souris.

Pour I’analyse, la surface disponible est divisée virtuellement en neuf zones carrées d’aire
identique. Une zone supplémentaire inclue une bande de trois centimétres de large le long de
chaque mur. Pour éliminer les mouvements de faible amplitude, comme des tremblements qui
perturberaient le calcul des distances parcourues, une distance de déplacement minimale de
sept mm est requise. Pour calculer la vitesse moyenne seulement quand les souris bougent, et
non sur les périodes d’inactivité qui surviennent pendant les 20 minutes d’enregistrement, une

vitesse minimale de 2,5 cm.s™ est requise.



Ce test a éte effectué sur sept souris contréles et huit souris mutantes. Une souris est testée a
la fois : elle est déposée dans la boite, libre de ses déplacements pendant la durée du test. La
boite est nettoyee avec un papier absorbant humidifié a 1I’eau aprés chaque animal.

1.5.2 Test de lumiére et zone sombre

Ce test est complémentaire du test précédent, il mesure 1’activité locomotrice et 1’anxiété. Il
est basé sur la réponse comportementale de la souris face a de faibles stress : un nouvel
environnement et la présence de lumiére dans cet environnement. De maniere innée, les
rongeurs ont une aversion pour les zones illuminées et en méme temps ont un comportement
spontané¢ d’exploration face a un nouvel environnement. Les réactions de I’animal sont

enregistrées par vidéo et analysées.

Les conditions opérationnelles sont identiques a celles décrites ci-dessus, la modification
principale apportée est la présence d’un compartiment non éclairé recouvrant la moitié¢ de la
surface disponible. Une ouverture entre les deux compartiments permet a la souris de se

déplacer a sa guise de 1’un a I’autre des compartiments.

Dans ce test, sept souris contrbles et 19 souris mutantes sont impliquées. Le test dure cing

minutes, les souris sont testées individuellement.

1.5.3 Test de la barre horizontale

Ce test mesure la coordination motrice des souris. La mise en ceuvre de ce test est une
adaptation du test proposé par Deacon en 2013 (Deacon, 2013). Une barre métallique de trois
mm de diametre, en forme de U, est fixée a une hauteur de 20 cm au-dessus d’une cage
contenant de la sciure pour amortir la chute des souris. La partie horizontale de la tige est de
38 cm, le milieu est identifié par une marque. L’intensité lumineuse est de 350 lux lors du

test. La tige est nettoyée aprés chaque test.

La souris est attrapée par la queue et est déposée au milieu de la tige de telle sorte qu’elle
s’agrippe uniquement avec ses pattes avant. Une fois lachée, la souris doit attraper la tige avec
ses pattes arriere et atteindre un des angles. Le temps nécessaire pour réaliser cette activité est
mesuré en secondes puis converti en points. Les souris capables d’atteindre une des

extrémités ou de rester sur la barre plus de 30 secondes ont le maximum de points.



Dans ce test, six souris contréles et 17 souris mutantes sont évaluées. Les souris sont testees
individuellement et chacune a trois essais avec un temps de récupération entre chaque. La
moyenne est calculée pour chaque souris dans chaque génotype. Les souris sont habituées a la

piéce ou se déroule le test, pendant au moins dix minutes.

1.5.4 Test des barres paralleles

Ce test évalue la coordination motrice et 1’équilibre.

Deux barres paralleles (4 mm de diametre, 90 cm de long, 3 cm d’espacement) sont placées a
11 cm au-dessus de la paillasse. Deux cages avec de la sciure sont placées sous les extrémites

des barres.

Les souris sont placées au milieu des barres, perpendiculaires a celles-ci. Les pattes avant sont
sur une barre et les pattes arriere sur I’autre. La distance parcourue (maximum de 45 cm) est
mesurée et le nombre de pertes d’équilibre est compté. Le temps pour atteindre I’une des

cages est mesuré.

Dans ce test, sept souris contrbles et huit souris mutantes sont évaluées. Elles sont d’abord
entrainées pendant deux jours par cing répétitions consécutives de trois essais chacune, sans
pause entre chaque essai et une pause de cing minutes entre chaque répétition. Le troisieme
jour, les souris ont un dernier entrainement de trois essais avant le test final constitué de trois
essais. Les souris qui hésitent sont délicatement stimulées de la main tandis que celles qui

tombent dans les cing premiéres secondes ont un nouvel essai.

1.5.5 Analyse de la démarche

L’analyse de la démarche des souris est faite avec le test des empreintes.

Ce test est une adaptation du protocole proposé par (Clark et al., 1997). Un couloir métallique
ouvert (50 cm de long, 9 cm de large, 5 cm de hauteur) est recouvert de papier blanc. De la
peinture a ’eau est déposée sur les pattes avant (rose) et arriére (bleue) des souris avec un
pinceau. Les souris sont rapidement déposées a I’entrée du couloir et avancent le long de
celui-ci. Elles sont délicatement poussées de la main si elles ne se déplacent pas. Chaque
souris réalise une empreinte par jour pendant trois jours consécutifs en une semaine. A partir

des empreintes laissées sur le papier, plusieurs parametres sont analyseés.



e La longueur du pas : Distance divisée par le nombre de pas nécessaires pour parcourir

cette distance.

e La largeur de la démarche : Distance minimale entre I’empreinte d’une patte et une

ligne reliant les empreintes consécutives de la patte contra-latérale (Figure 8A).

Direction du trajet

largeur - Pas droit 3 - Pas droit 3

Pas droit 3

Pas gauche 2 - } Pas gauche 2
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3 o .
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Figure 8 - Schémas explicatifs pour I'analyse de la démarche.

Les empreintes des pattes avant sont roses et celles des pattes arriére sont bleues. (A) Largeur de la démarche. (B) Schéma
représentant les distances a prendre en compte pour déterminer le coefficient d’alternance. (C) Schéma pour déterminer
les angles du mouvement linéaire.

o Le coefficient d’alternance : il décrit I’uniformité de 1’alternance des pas.

La distance du pas Droite-Gauche (dpg) et la distance du pas Droite-Droite (dpp) sont
mesurées pour chaque paire de pas droite-gauche. Le ratio dpg/dpp est calculé puis soustrait a

0,5. Tous les ratios sont ensuite moyennés en valeurs absolues (Figure 8b).

Dans une alternance parfaite, le coefficient d’alternance est proche de 0 tandis qu’une

démarche qui traine le coefficient est proche de 0,5.
e Le mouvement linéaire : il donne une indication sur la linéarité du déplacement.

Une ligne perpendiculaire a la direction du trajet est tracée au niveau du premier pas droit.
L’angle entre cette ligne perpendiculaire et les empreintes droites successives est calculé. Les
différences d’angle a sont calculées entre chaque paire successive (a2-al ; a3-a2....) (Figure

8c). Les valeurs absolues de toutes les différences d’angle sont ajoutées puis divisées par le



nombre de pas. Si la mesure obtenue est elevee cela signifie que le déplacement n’est pas
linéaire.
Toute cette analyse de la démarche a été effectuée sur dix souris contréles et neuf souris

mutantes.

1.6 Le suivi de gestation

La gestation d’une souris est de 19 & 21 jours, I’Annexe 1 en présente les différents stades et
les principales étapes. Les femelles en accouplement sont suivies quotidiennement par la
verification de la présence ou non du bouchon vaginal. Quand celui-ci est présent, il est
considéré que la fécondation a eu lieu depuis 0,5 jour (E0,5 — Embryonic day) et la naissance
a lieu trois semaines plus tard. Les femelles sont suivies avec attention pour identifier

correctement le jour de naissance.

1.7 Administration de BrdU

Une solution de BrdU, bromodésoxyuridine, a 20 mg/mL est préparée par dissolution dans du
PBS 1X a 37°C, filtrée (0,22 um), aliquotée et conservée a -20°C. Le BrdU est un analogue
de la thymidine et s’incorpore dans I’ADN lors de sa réplication. C’est une molécule qui
permet d’identifier les cellules en prolifération, seules les cellules en phase S seront

marquees.

+/+,

De jeunes souris mutantes Ncl™4 ; Nestin-Cre (FT)*" (n = 7) et des souris controles Ncl*'*;
Nestin-Cre(FT)" (n = 6) de 11 jours (P11) sont pesées et recoivent du BrdU en i.p (~50ug
Kg/g de souris). Les souriceaux sont gardés pendant deux heures dans du coton et sous une
lampe pour limiter la perte de chaleur. Ils sont tués par décapitation, leur cerveau est prélevé
puis fixé au PFA 4% - PBS 1X pendant 12 a 24h. L’échantillon est ensuite préparé en

fonction de son analyse finale.

1.8 La culture d’embryon

Cette expérience concerne les souris de la lignée RosaCreER ™. Les croisements sont réalisés

de telle sorte que tous les embryons soient du méme génotype afin de ne pas avoir besoin de



faire leur génotypage. Tous les embryons obtenus sont hétérozygotes CreER™*"

+/fl Ifl/fl

, et pour Ncl,

+/+

ils sont soit Ncl™™, soit NcI™ ou Nc

Les femelles recoivent une injection de 100pL en i.p d’hormone dite H1 (SYNCRO-PART®
PMSG Bovins-Ovins-Caprins) a 50 Ul/mL. Cette hormone, la gonadotrophine sérique équine
(eCG) ou PMSG (Pregnant Mare's Serum Gonadotropin), induit et synchronise les ovulations,
active la maturation des ovocytes. 46 a 48h apres I’injection de HI, elles regoivent une
injection de 100pL en i.p d’hormone dite H2 (Chorulon®) a 50 Ul/mL. La gonadotrophine
chorionique humaine (hCG) achéve la maturation du follicule et provoque sa rupture. Elle
favorise 1’ovulation ainsi que 1’apparition du corps jaune. Aprés I’injection de H2, les
femelles sont mises en accouplement. Le lendemain de la mise en accouplement, les femelles
sont triées en fonction de la présence ou non d’un bouchon vaginal. Celles qui ont un bouchon
vaginal sont mises a mort par dislocation cervicale & E1,5 de gestation. Les oviductes sont
prélevés puis disséqués, sous loupe binoculaire, de maniere a en extraire les embryons a 2
cellules. Ces derniers sont mis en culture dans du KSOM + 4 mg/mL BSA a 37°C, 5% CO,.
Selon les conditions expérimentales, une concentration finale de 1 pM de 4-
hydroxytamoxiféne (4-OHT) est ajoutée ou non au milieu de culture pendant 24h. Passé ce
délai, le milieu de culture est changé pour toutes les cultures d’embryons. Les embryons sont

photographiés chaque jour pour voir 1’évolution de leur développement jusqu’a E4,5.

2. Biologie moléculaire et biochimie

2.1 Le génotypage

Le génotypage des souris consiste a caractériser les alléles ou la présence de nos différents
génes d’intérét. Pour cela, il est nécessaire d’extraire I’ADN génomique a partir d’un
fragment de tissu (doigts, queue, peau...) puis de ’amplifier par la technique de PCR
(Polymerase Chain Reaction) avec des amorces spécifiques du géne et enfin de réaliser une

détection sur gel d’agarose.

La technique de PCR confére a ces analyses une sensibilité telle que des précautions
strictes doivent étre prises pour éviter les contaminations qui généreraient des faux positifs.
Un jeu de pipettes est dédié a cet usage et toutes les pipettes sont munies de pointes a filtres.
Elles sont régulierement nettoyées par autoclavage ou traitement avec une solution ad hoc.

L’ADNg est extrait sur une paillasse et avec du matériel dédié, les PCR sont assemblées sur
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une paillasse distante et les tubes d’ADNg sont manipulés de sorte a éviter les contaminations
par « carry over ». L’analyse des PCR par ¢électrophoréese est menée dans une piece distincte.

Des contrdles positifs et négatifs sont systématiquement inclus dans chaque série de PCR.

2.1.1 Extraction d’ADN génomique (ADNg)

Le tissu est tout d’abord dissoci¢ dans 100 puL d’un tampon de lyse contenant une
protéase thermostable (KapaBiosystems; Kapa Express Extract; KK7103) pendant dix
minutes & 75°C. La protéase est inactivée par une incubation de cing minutes a 95°C. Le
milieu réactionnel est mélange puis centrifugé une minute a 15800 g afin de séparer les débris

cellulaires du surnageant dans lequel se trouve I’ADNg. L’ADNg est conservé a -20°C.

Chaque geéne d’intérét est caractérisé par une ou plusieurs PCR a partir d’1 pL d’ADNg
(~25ng).

2.1.2 Analyse du locus Ncl

Plusieurs couples d’amorces peuvent étre utilisés pour déterminer les alleles de Ncl.
La Figure 9 précise la position des différentes amorces en fonction de la région analysée et les

tailles attendues des fragments PCR.
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Figure 9 — La stratégie de génotypage permet d’identifier les alleéles du géne Ncl.

Les amorces Lf4783/Er4784 amplifient les trois types d’alléles possibles pour Ncl et permettent d’identifier la présence de la
délétion. Les Lf4786/Lxr4787 sont spécifiques de la séquence loxP tandis que les autres couples d’amorces identifient les
alléles sauvages et loxP.

Les amorces Lf 4783/Er 4784 permettent de déterminer si la délétion de I’exon a été réalisée.
Ce couple d’amorces est utilisé systématiquement des que I’exon 3 du géne Ncl est
susceptible d’étre excisé. Une autre PCR est effectuée avec les amorces Ef 4785/Er 4784.
Cette PCR permet de savoir si la séquence loxP est présente ou non et de lever d’éventuelles
ambiguités présentes dans la premiére PCR. Ce couple d’amorces a été choisi en raison de
I’absence dun amplicon aspécifique de 400 pb que 1’on peut observer avec les amorces Lf
4788/Lr 4789 lorsque les échantillons sont hétérozygotes Ncl™™. Enfin, les amorces Lf
4788/Lxr 4787 sont spécifiques de la séquence LoxP mais ne permettent pas de discriminer a

elles seules si la délétion est effective.

2.1.3 Détermination de la présence des transgenes Nestin-Cre
et Nestin-Cre (FT)

Selon les croisements, les souris possédent ou non le transgene Nestin-Cre.



Cette PCR utilise deux couples d’amorces : le couple Cre 531/Cre 819, spécifique du
transgéne et le couple CD8S/CD8AS utilisé comme contrdle interne. En effet, si le transgéne
Nestin-Cre est présent dans les cellules, les amorces Cre 531/Cre 819 donneront un amplicon
d’une taille théorique de 288 pb détectable sur gel d’agarose a ~300 pb. En revanche, si le
transgene est absent, ces amorces ne s’hybrideront pas sur I’ADNg et aucune bande ne sera
détectée sur gel. Dans cette situation, on ne peut pas savoir si I’échantillon testé est Nestin-
Cre” ou s’il y a eu un probléme d’amplification. Pour pallier & cette indétermination, les
amorces CD8S/CD8AS sont ajoutées au milieu réactionnel afin d’amplifier 100 pb de
I’ADNg sur tous les échantillons a génotyper et s’assurer que la réaction de PCR s’est

déroulée correctement.

2.1.4 Détermination de la présence du transgene Rosa-CreER™

La PCR de génotypage du transgéne Rosa-CreER ™ nécessite trois amorces : R26F2 et R26R,
specifiques du locus Gt(ROSA)26, et CreER qui s’hybride sur la séquence du transgéne. La
Figure 10 précise la position de celles-ci.

Xba | Xba |
_>
Adeno SA CreER™ |
R26F2 CreER R26R

Figure 10 - Position des amorces sur le transgéne Rosa-CreER™.
Les amorces R26F2/CreER fonctionnent en présence du transgéne CreER™ et ne donnent pas d’amplicon s'il est absent.

Si le transgéne est absent, I’amorce CreER ne sera pas utilisée et les amorces R26F2/R26R
permettront I’amplification d’un fragment de 650 pb en théorie et détectable a 600 pb sur gel

d’agarose. L’échantillon est alors considéré comme sauvage CreER™"",

En revanche, si le transgéne est intégré dans le locus Rosa26, les amorces R26F2/CreER
peuvent s’hybrider et un amplicon de 900 pb sur gel d’agarose indiquera la présence du

transgene.

L’ensemble des caractéristiques des PCR des différents genes est précisé dans I’Annexe 2.

Etant donné que la PCR Lf 4783/Er 4784 donne des amplicons de tailles différentes, elle est
parfois délicate a réaliser. Aussi, le kit FastStart PCR Master de Roche (Cat



n°04 710 444 001) est utilise avec 0,4 uM pour chacune des amorces pour un volume de
réaction de 25 pL. Les autres PCR sont préparées avec le kit GoTag DNA Polymerase
(Promega M3175) dans un volume final de 15pL en utilisant 0,2 uM de chaque amorce ; 0,2
mM de chaque dNTP et 0,375U d’enzyme par réaction.

2.1.5 Electrophorese sur gel d’agarose

Une fois les réactions d’amplification terminées, une étape d’électrophorése sur gel d’agarose
de 0,8 & 2 % préparé dans du TAE 0,5X (Tris, Acétate, EDTA pH8) permet de séparer les

amplicons en fonction de leur taille.

La migration se fait dans un tampon TAE 0,5X a 100V pendant 20 a 30 minutes selon les
PCR. Le gel est ensuite incubé pendant 15 minutes dans un bain de TAE 0,5X avec du
bromure d’éthidium (BET) a 0,5 pg/mL. Cette molécule va s’intercaler entre les brins d’ADN
amplifiés. Le gel est exposé a une lumiére UV a 250 nm, le BET est excité et devient
fluorescent rouge-orange ce qui permet la visualisation des bandes amplifiées. Un marqueur
de poids moléculaire adapté (50 pb, 200 pb ou 1 kb) a la taille des fragments est déposé sur
chaque gel ainsi que des contrdles négatifs (H,O a la place de I’ADNg) et positifs (des
échantillons des génotypes attendus).

2.2 Extraction d’ADN, ARN et protéines

A partir des échantillons prélevés et congelés dans I’azote liquide (cf. §1.4.1), une triple
extraction d’ADN, ARN et protéines est réalisée avec le kit « Total DNA, RNA and protein »
isolation de Macherey-Nagel (réf. 740966) selon le protocole du fournisseur.

L’ADN est utilisé pour vérifier le génotype dans 1’organe étudié, les protéines sont utilisées

pour des analyses en western blot. Les ARN sont conserveés a -80°C.

2.3 Electrophorese des protéines par SDS-PAGE
La technique de SDS-PAGE est une électrophorese en gel de polyacrylamide en condition

dénaturante apportée par le SDS (Sodium Dodecyl Sulfate). Le SDS est un détergent

anionique trés fort qui casse la structure tridimensionnelle des protéines en dépliant les



chaines polypeptidiques. De plus, les anions se lient aux acides aminés de la protéine lui
donnant une charge globale négative. Ayant toutes la méme charge électrique, les protéines
sont alors séparées en fonction de leur poids moléculaire par un courant électrique. Les
protéines de faible poids moléculaires migrent plus vite tandis que les protéines de poids

moléculaire élevé migreront moins et on les retrouvera en haut du gel.

Le gel d’¢lectrophorese est compos¢ de deux parties. Un gel dit de concentration (4 %
acrylamide : bis-acrylamide 29 : 1; 130 mM Tris HCI pH6,8 ; 0,1 % SDS ; 10 mM APS ; 0,1
% TEMED) avec des puits dans lesquels on dépose 1 a 5 pL de protéines/puits. Dans ce gel,
les protéines, dénaturées par le SDS, se concentrent avant de passer dans le gel de séparation
(10 % acrylamide: bis-acrylamide 29 :1; 375 mM Tris HCI pH8,8; 0,1 % SDS; 10 mM
APS ; 0,1 % TEMED) dans lequel a lieu la séparation en fonction de leur poids moléculaire.

En fonction de la masse de la protéine a étudier le pourcentage d’acrylamide/bis-acrylamide
est modifié afin d’augmenter ou de diminuer les réticulations du gel de séparation et donc

d’affiner la séparation.

La migration se fait dans du tampon (25 mM Tris ; 200 mM Glycine ; SDS 0,1 %) pendant
20-30 min a 30 mA le temps que les échantillons soient sortis du gel de concentration puis

~1h a 50 mA une fois dans le gel de séparation.

2.4 Western Blot

Une fois les protéines séparées, elles sont transférées sur une membrane de nitrocellulose par

un champ électrique afin de révéler notre protéine d’intérét avec un ou plusieurs anticorps.

Le transfert se fait en milieu liquide ou semi-sec (Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell ;
Biorad) avec le tampon de migration auquel est ajouté 20 % Ethanol pendant 1h a 25 V selon
les indications du fournisseur. Un marqueur coloré de poids moléculaire, ayant migré en

méme temps que les échantillons, indique si le transfert s’est fait de maniére correcte.

La membrane est ensuite incubée dans un tampon de blocage (PBS 1X ; Tween 0,1% ; lait
5%) pendant 45 minutes a température ambiante sous agitation légére. Les protéines du lait
viennent se fixer de maniére non spécifique sur la membrane pour limiter I’hybridation

aspecifique par 1’anticorps primaire qui génererait du bruit de fond.

La solution d’anticorps primaire contient un anticorps polyclonal de lapin anti-nucléoline 134
dilué 1/1000 et un anticorps monoclonal de souris anti-B actine (Sigma A5441) dilué 1/2000

dans du PBS 1X — Tween 0,1 % - lait 1 %. L’anticorps anti-f3 actine sert de controle interne



pour vérifier que les échantillons ont sensiblement tous la méme quantité de protéines. La
membrane est incubée 1h a température ambiante sous agitation légere dans cette solution
d’anticorps. Trois lavages de 10 minutes sont ensuite effectués dans du PBS 1X; Tween
0,1%.

L’incubation avec la solution d’anticorps secondaires se fait sur la nuit a 4°C sous agitation
Iégere. Les anticorps secondaires sont des anticorps de chévre anti-souris et anti-lapin dilués
respectivement & 1/15000 et & 1/2500 dans du PBS 1X — Tween 0,1 % - lait 1 % et liés a des
fluorochromes IRDye 680 et IRDye 800 (LI-COR 926-32220 et 926-32211).

Trois lavages de 10 minutes dans du PBS 1X; Tween 0,1 % et un dans du PBS 1X sont
effectués avant la révélation de la membrane avec le scanner Odyssey de Li-Cor qui
enregistre les signaux obtenus suite a 1’excitation des fluorochromes. L’ensemble de la

procédure permet une quantification plus aisée qu’avec un systéme chimioluminescent.

La quantification du signal obtenu est calculée par le logiciel Image Studio Lite. Le ratio

NCL/Actine permet de normaliser les résultats obtenus.

2.5 Dosage du cholestérol

Le dosage du cholestérol est réalisé sur le sérum de six souris NcI" CreER™"" et six souris
Ncl™* CreER™", a J1 (avant injection) et & J8, le jour de leur mise & mort aprés avoir recu du

tamoxifene de J1 a J5.

Le protocole du « Total cholesterol assay kit (colorimetric) » de Cell Biolabs, inc (réf. STA-
384) a été adapté. Les sérums, obtenus selon le protocole décrit au paragraphe 1.4.1, sont au
dilués 1/25. Les réactions sont réalisées avec cing L de sérum dilué et autant de réactif. La
réaction colorimétrique se développe pendant une incubation de 45 min a 37°C puis un
dosage de 1’absorbance est fait au nanodrop a 570 nm. La concentration des échantillons est
calculée a partir de la gamme étalon établie en parallele des échantillons et selon les

recommandations du manuel du kit.



3. Histologie et immunomarquages

3.1 Conditionnement des échantillons

Une fois fixé dans le PFA 4 % - PBS 1X pendant la nuit (cf. §1.4.1), les échantillons subissent
soit une inclusion en paraffine en vue d’étudier la structure, la morphologie d’un tissu grace a
diverses colorations histologiques ; soit une inclusion en gélatine-sucrose avant congeélation

en vue de réaliser des marquages immunohistochimiques.

3.1.1 Inclusion en paraffine

Le principe de ce traitement est de déshydrater progressivement 1’échantillon afin que la
paraffine pénetre bien dans le tissu. Une succession de trois bains d’une heure chacun dans
différents tampons et alcools est nécessaire. Le volume utilisé pour chaque bain est
généralement 20 a 30 fois le volume de 1’échantillon. La succession des bains est la suivante :
PBS 1X; éthanol 30 % ; éthanol 50 % ; éthanol 70 % (& la fin du premier bain, 1’échantillon

est coupé si nécessaire) ; ethanol 95 % ; éthanol 100 % ; butanol ; paraffine a 60°C.

L’inclusion finale consiste a déposer 1’échantillon dans un moule en plastique préalablement
identifié au fond duquel un peu de paraffine a été coulée. Une fois 1’échantillon déposé et bien
orienté, il est recouvert de paraffine chaude. La solidification se fait a température ambiante,

les blocs de paraffine sont conservés a température ambiante ou a 4°C jusqu’a leur utilisation.

3.1.2 Inclusion en gélatine-sucrose

L’échantillon est incubé dans du PBS 1X entre une nuit et 24h a 4°C, puis dans un bain de
PBS 1X — Sucrose 30% pendant 12h a 48h a 4°C. Le jour de I’inclusion, il est incubé dans
une solution de gelatine 7,5% - sucrose 30%, pendant au minimum une demi-heure a 37°C
pour imprégnation.

Pendant ce temps, des moules sont identifiés et annotés pour indiquer 1’orientation future de
I’échantillon a couper. Chaque moule est déposé sur une surface froide (4°C) et plane. Un
fond de 2-3 mm de solution de gélatine-sucrose chaude (37°C) est coulé dans le moule. Une

fois la couche gélifiée, I’échantillon est déposé dessus de maniere orientée. Il est recouvert de




la solution de gélatine-sucrose en exces (environ 3 mm au-dessus de la piece). Il faut attendre
10-15 minutes pour que le milieu d’inclusion se gélifie. Un bain de 2-methyl-butane
(isopentane) est refroidit, a 1’aide de paillettes de carboglace, a -30°C, -40°C ; chaque moule y
est ensuite plongé dedans. L’immersion dure 2 a 3 minutes jusqu’a ce que le milieu
d’inclusion devienne blanc. Les échantillons sont conservés a une température inférieure ou

égale a -20°C.

3.2 Laréalisation de coupes d’échantillons

3.2.1 Coupe au microtome

Les échantillons inclus en paraffine sont coupés a température ambiante au microtome (Leica)

a une épaisseur de huit a dix pum.

Des lames SuperFrost UltraPlus avec de 1’eau sont posées sur une plaque chauffante a 37-
39°C. Chaque coupe est déposée sur la goutte d’eau jusqu’a ce que la coupe ne présente plus
de pli. L’eau est alors délicatement éliminée avec du papier absorbant. Chaque lame contient
plusieurs coupes de 1’échantillon a analyser. Les lames sont stockées dans une étuve a 37°C
pendant plusieurs jours pour sécher les coupes, puis conservées a température ambiante

jusqu’a leur utilisation pour des colorations ou immunomarquages.

3.2.2 Coupe au cryotome

Les échantillons congelés sont coupés avec un cryotome (Microm HM550) entre -17 et -20°C.
Les coupes ont une épaisseur variant de 20 a 40 um selon 1’échantillon, elles sont collées par

différence de température sur des lames SuperFrost UltraPlus.
Les lames sont conservées a -20°C jusqu’a leur utilisation.

Que les coupes soient réalisées au microtome ou au cryotome, les lames sont dites sériées.
Pour cela une série de dix lames est utilisée. La premiere coupe est déposée sur une premiere
lame, la deuxiéme coupe sur la deuxiéme lame et ainsi de suite jusqu’a la dixiéme lame, la
onziéme coupe sera sur la premiere lame au-dessus de la premiére coupe etc. Chaque lame

aura le méme nombre de coupes, chacune d’elle correspondant a une région de 1’organe.



3.3 Analyse histologique des coupes par coloration

Avant la coloration, des étapes de déparaffinage et de réhydratation sont nécessaires. Elles
consistent a passer les lames dans plusieurs bains successifs : deux bains de dix minutes dans
du methylcyclohexane, deux bains de trois minutes dans des alcools de degrés différents :
éthanol 100 %, éthanol 95 %, éthanol 70 %. Un bain d’eau final permet la réhydratation.

Dans les coupes de cerveaux, la coloration au bleu luxol rapide a pour but de colorer les
gaines de myeéline en bleu-vert, les neurones sont violets et la contre-coloration au rouge

nucléaire colore les noyaux cellulaires en rouge.

Le bleu luxol rapide est un colorant, soluble dans I1’alcool, qui permet de détecter les
lipoprotéines de la gaine de myéline des fibres nerveuses. Cette coloration s’effectue par un
échange entre les bases des lipoprotéines et les bases du colorant. Une solution de bleu luxol
rapide est préparée a 0,1 % dans de 1’éthanol 95 %. Les lames sont incubées pendant 16-24 h
dans cette solution a 58°C, rincées quelques minutes dans 1’éthanol 95 % pour enlever 1’excés
de colorant et rincées dans de ’cau distillée. Les lames sont ensuite immergées dans une
solution de carbonate de lithium 0,05% pendant quelques secondes, puis dans 1’éthanol 70 %
pendant 20-30 secondes jusqu’a ce que des substances grises-blanches visibles au microscope
apparaissent. Enfin, les lames sont rincées dans deux bains de cing minutes dans de 1’eau
distillée.

Une goutte d’une solution de rouge nucléaire, a 0,2 % dans 5% de sulfate d’ammonium, est
déposée sur les coupes pour colorer les acides nucléiques. L’incubation dure dix minutes a
température ambiante. Deux rincages de cing minutes sont effectués avec de 1’eau. Une
déshydratation est effectuée par des bains de trois minutes chacun d’éthanol a des degrés
d’alcool croissant : éthanol 70 %, éthanol 95 %, deux bains d’éthanol 100% puis deux bains
dans le méthylcyclohexane. Enfin chaque lame est recouverte d’une lamelle déposée sur

quelques gouttes du milieu de montage DePeX (Electron Microscopy Sciences).

3.4 Expériences d'immunofluorescence

3.4.1 Détection du BrdU sur coupes de cerveaux

Les expériences d’immunofluorescence sur les coupes de cerveaux congelés ont éte réalisées

avec Yujin Suk, étudiante de I’'université d’Ottawa a 1’occasion de son stage de Licence.



Les lames sériées sont traitées pendant deux heures dans du HCI 2M a température ambiante
sous légére agitation, puis rincées quatre fois cing minutes avec du PBS 1X pour ramener le
pH a 7,4. Elles sont ensuite incubées dans une solution de blocage (8 % SVF, 0,3 % BSA, 0,3
% Triton-X100, PBS 1X) pendant une heure a 4°C sous agitation. Les coupes sont ensuite
incubées avec deux solutions d’anticorps primaires dilués dans la solution de blocage : anti-
BrdU FITC monoclonal produit chez la souris (Beckton Dickinson — réf. 347583) (1/50) et
anti-Ncl 5567 polyclonal produit chez le lapin (1/300) (développé au laboratoire) pendant une
nuit a 4°C puis rincées par quatre bains de cing minutes dans du PBS 1X. L’incubation avec
les anticorps secondaires dirigés contre les anticorps primaires de souris et couplés au
fluorochrome Alexa Fluor® 488 (Invitrogen A11025) (1/1000) et les anticorps secondaires
dirigés contre les anticorps de lapin couplés au fluorochrome Alexa Fluor® 555 (Molecular
Probes A31572) (1/1000) dilués dans la solution de blocage dure deux heures a température

ambiante.

L’incubation avec les différents anticorps secondaires dirigés soit, contre les anticorps
primaires de souris soit contre les anticorps de lapin sont dilués dans la solution de blocage
dure deux heures a température ambiante. Ces anticorps secondaires sont couplés au
fluorochrome Alexa Fluor® 488 (Invitrogen A11025) (1/1000) et au fluorochrome Alexa
Fluor® 555 (Molecular Probes A31572) (1/1000) respectivement.

Trois rincages de cing minutes dans du PBS 1X sont effectués avant de réaliser le montage
dans le milieu de montage Fluoromont G (Southern Biotech) contenant du DAPI 1X
(250ng/mL).

Les coupes sont photographiées au microscope confocal Zeiss et analysées par le logiciel Zen.

3.4.2 Analyse des jonctions neuromusculaires

Les expériences d’analyse des jonctions neuromusculaires ont été réalisées par Delphine
Bauer de I’équipe « Architecture Nucléaire » dirigée par Alexandre Méjat de 1’Institut
NeuroMyoGene (INMG), CNRS UMR 5310 /INSERM U 1217/ UCBL | a Lyon.

L’expérience d’immunofluorescence a été realisée sur des fibres musculaires de souris. Les
muscles tibialis anterior sont disséqués et fixés dans du 4 % PFA-PBS 1X pendant 30
minutes a température ambiante puis rincés avec du PBS 1X (pH 7,5) a température ambiante.
Chaque fibre musculaire est isolée individuellement avec des pinces ultrafines (Moria N°5)
sous loupe binoculaire (Olympus). Les fibres sont perméabilisées et incubées dans un tampon
de blocage (1% BSA/0,5% Triton X-100/1X PBS) a 4°C pendant la nuit, puis incubées avec


http://www.clinisciences.com/marque/Southern-biotech

Alpha-bungarotoxin-Alexa Fluor conjugate (Molecular Probes; 1:1000) pendant une heure a
température ambiante dans le tampon de blocage. Elles sont lavées trois fois une heure dans
du 0,5% Triton X-100/PBS et laissées dans un bain supplémentaire sur la nuit & 4°C. Enfin,
les fibres isolées sont incluses dans le milieu de montage Fluoromount G contenant du DAPI
(250 ng/mL).

Les séries d’images en Z ont été collectées sur un microscope Axiolmager Z1 (Zeiss). La pile
d’images a été projetée en une image unique en utilisant le logiciel ImageJ. La surface du
réseau des récepteurs a 1’acétylcholine (AChR) a été quantifiée avec le logiciel Adobe©
Photoshop CC 2014. Un minimum de 40 fibres musculaires par souris, de deux souris
différentes pour chaque condition expérimentale a été analysé pour chaque coloration. Vingt

jonctions neuromusculaires par souris ont été analysées.



Résultats




Le but principal de ce projet était de créer et de caractériser un modéle murin d’inactivation
conditionnelle (cKO) du gene Ncl. Ce modele est le premier disponible pour la communauté
scientifique. Il permettra d’aborder des questions qui pour l’instant restent en suspens et
n’étaient pas facilement abordables dans un modele cellulaire. Nous avons adopté une
démarche classique en utilisant la technologie de recombinaison de site-spécifique Cre-loxP.
Comme montré ci-aprés, Ncl est vital ce qui confirme des résultats précédemment obtenus,
par notre groupe et d’autres, sur des cellules en culture, aprés interférence par ARN contre
Ncl. D’une maniére plus surprenante, nous avons aussi montré que 1’haploinsuffisance de Ncl,
si elle est bien tolérée a 1’age adulte, entraine 1’apparition de phénotypes séveres et pénétrants

si elle apparait au cours du développement du systeme nerveux central.

1. Le génotypage des souris

L’ensemble des analyses présentées dans ce mémoire requiert une connaissance sans
équivoque du génotype des animaux étudiés. Le génotypage permet de déterminer la nature
des alleles de Ncl (sauvage, floxé, delété) et de savoir si les transgenes exprimant la
recombinase Cre (CreER'™, Nestin-Cre ou Nestin-Cre (FT)) sont présents dans le génome.
Pour cela, les PCR sont réalisées sur I’ADNg extrait des doigts des souris qui ont été prélevés
lors de I’identification des souriceaux. Cette approche est valide pour déterminer la présence
des transgénes exprimant Cre, toutefois dans les cas des deux transgénes Nestin-Cre il n’est
pas possible de savoir si I’individu est homo ou hétérozygote. En ce qui concerne la présence
de la délétion, il faut garder a I’esprit que notre approche ne renseigne pas completement sur

I’état de délétion d’autres tissus.

1.1 Détermination des alleles de Ncl

Les résultats de la Figure 11A, B et C présentent le génotypage de différentes souris. Les
souris NcI**, NcI*™ et NcI™ possédent un génotype connu par ailleurs par 1’analyse par

Southern blot réalisé & I’Institut Clinique de la Souris. La souris NcI*™* est issue du

|+/f|

croisement d’une souris NcI™" avec une souris Nestin-Cre*” tandis que la souris NcI" est

+/fl/A

issue du croisement de souris Ncl entre elles. Ces deux souris possédent un transgéne

exprimant Cre.




La Figure 11B présente les fragments amplifiés par le couple d’amorces Lf 4783/Er 4784
pour le gene Ncl (voir Figure 9 du Matériel et Méthode pour la description des amorces et la
taille attendue des amplicons). Pour le premier échantillon, une seule bande d’environ 1200
pb est visible. Ce résultat est conforme a la taille attendue de 1’amplicon (1226 pb) pour

+/+

I’alléle sauvage et confirme que cette souris est de génotype Ncl™". Le deuxiéme échantillon
montre deux bandes, d’environ 1200 pb et 1400 pb. Ces tailles sont conformes aux amplicons
attendus (1226 et 1412 pb) pour les alléles sauvages et floxés respectivement. Cette souris est

donc de génotype NcI*™

conformément a 1’analyse par Southern blot. De méme, le troisieme
échantillon n’a qu’une bande d’environ 1400 pb, cet animal est donc bien homozygote NclI™™.
Le quatrieme échantillon présente trois alleles différents. En plus des alléles sauvages et
floxés, une bande a 400 pb signale la présence de la délétion de I’exon 3 de Ncl (voir Figure
9). Cette souris est donc une mosaique de cellules ayant ou pas réalisé la délétion de 1’alléle
floxé. Ce mosaicisme est di a I’expression stochastique de Cre dans les doigts. Ce caractére
hétérogene sera discuté plus tard. Le génotype de ces souris mosaique est noté Ncl*'™4. Par un
raisonnement analogue, la derniére souris est de génotype NcI™4, L’approche que nous
utilisons ne nous permet pas de mesurer le degré de mosaicisme des souris NcI4 et NcI™"4 :
la PCR avec ces couples d’amorces n’est pas quantitative car elle donne lieu a des
compétitions en amplicons que nous ne maitrisons pas. L’amplicon du géne muté étant plus
petit (402 pb) que ceux des alléles sauvage (1226 pb) et flox (1412 pb), il est amplifié de
maniere plus efficace et cette compétition peut masquer la présence des alléles sauvage et

flox.

Pour confirmer la présence des alleles sauvages et floxés, nous réalisons des PCR avec le
couple d’amorces Ef 4785/Er 4784 (Figure 11C) qui ne ciblent pas le géne excisé (voir Figure
9). La compétition est amoindrie, c’est un bon moyen de vérifier la présence des alléles
sauvage et/ou flox. Avec ce couple d’amorces, 1’alléle sauvage donne un amplicon d’environ
300 pb et I’allele floxé d’environ 400 pb, conformes aux tailles attendues de 288 et 393 pb
respectivement (voir Figure 9). Ces deux couples d’amorces ont été systématiquement utilisés

dans nos travaux.
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Figure 11 - Résultats des PCR de génotypage des échantillons.

(A) Schéma de positionnement des couples d’amorces utilisés pour déterminer les alleles de Ncl. (B) Identification des
alleles du géne Ncl avec le couple d’amorces Lf/Er. (C) Identification des alléles du géne Ncl avec le couple d’amorces Ef/Er
pour confirmer les alléles sauvage (288 pb) et floxé (393 pb) du géne Ncl. (D) Identification de la présence du transgéne
Nestin-Cre avec les amorces Cre 531/Cre 819/CD8 S/CD8 AS. L’amplicon a 288 pb indique la présence des transgénes
Nestin-Cre ou Nestin-Cre(FT) dans le génome. Si ces derniers sont absents, seul le fragment du contréle interne a 100 pb est
visible. L’homozygotie ou I'hétérozygotie des transgenes est déduite du génotype initial des parents. (E) PCR Rosa-CreER™
avec les amorces R26F2/R26R/CreER. Ce transgéne peut étre a I'état homozygote (900pb), hétérozygote (600 et 900 pb) ou
absent (600 pb). Le témoin négatif utilise de I'eau au lieu d’ADNg.

1.2 Détermination de la présence des transgenes Cre

La Figure 11D illustre les résultats de PCR pour détecter le transgéne Nestin-Cre ou Nestin-
Cre (FT). La bande a 100 pb est le contrdle interne qui valide que la réaction de PCR a bien
fonctionné. La bande de 288 pb indique que le transgéne est présent : la souris est Nestin-
Cre", alors que 1’absence de bande signifie que 1’animal ne posséde pas ce transgéne : il est
Nestin-Cre™. L’inconvénient de cette détection est que I’amplification de Cre n’utilise qu’un
couple d’amorce, ne permettant pas de déterminer si I’animal posséde le transgéne a 1’état
hétérozygote ou homozygote. Il faut connaitre le génotype des parents pour, selon les

croisements, éventuellement lever cette ambiguite.



Enfin la Figure 11E représente les amplicons issus de la PCR utilisee pour détecter la
présence du transgéne CreER™. Une bande unique aux alentours de 900 pb signifie que

2+/+

I’animal posséde le transgéne a I’état homozygote (noté CreER'
RT2-

) tandis qu’une unique

bande a 650 pb indique 1’absence du transgéne (génotype CreE ). La présence des deux

bandes indique un génotype hétérozygote CreER™".

2. Vérification des effets des séquences loxP chez les
souris de la lignée « NCL flox »

La lignée « NCL flox » étant la lignée a la base de tous les croisements, il a été vérifié dans

M que la présence des séquences loxP n’a pas d’incidence

+/fl

les souris hétérozygotes Ncl
majeure sur le développement embryonnaire. Pour cela, les souris Ncl™™ sont croisées entre
elles et les génotypes des individus obtenus sont déterminés. Théoriquement, les ratios

mendéliens suivants : 25 % Ncl™*: 50 % NcI*™ et 25 % Ncl™ sont attendus.

La Figure 12 montre que les trois génotypes sont présents dans les proportions attendues

méme si les animaux sauvages sont légerement moins représentes.
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Figure 12 - Fréquences des génotypes obtenus dans les naissances issues de croisements entre souris Ner’®,
La fréquence des sexes au sein de chaque génotype est indiquée : M, males, histogramme noir ; F, femelles, histogramme
hachuré ; Total, somme des males et femelles, histogramme gris.

Le ratio des sexes est proche de 1 pour les trois génotypes. Cette approche permet d’indiquer

que la présence des séquences loxP ne semble pas perturber le développement des animaux.




3. Effets de I'inactivation de Ncl chez I’adulte

Le but de cette partie de notre étude est d’inactiver le géne Ncl lorsque les souris sont adultes
et d’en caractériser les conséquences. Pour cela, la recombinase CreER™ activable a été
utilisée. Chez les souris porteuses du transgéne CreER™, I’inactivation du géne Ncl est induite
par des injections de tamoxifene en i.p, et se produit dans tout 1’organisme avec une efficacité
variable en fonction des organes et tissus. Il est rappelé que nous utilisons le transgéne
CreER™ a I’état hétérozygote dans des souris par ailleurs sauvages, hétérozygotes Ncl*™ ou

homozygotes NclI™™.

3.1 Conditions expérimentales de I’expérience pilote

Une étude pilote est réalisée sur quelques animaux afin d’évaluer les effets du tamoxiféne, le
bruit de fond de recombinaison, les effets de I’activation de la recombinase CreER'™ et
vérifier que les conditions expérimentales envisagées permettent une haute efficacité de la

délétion de I’exon 3 du gene Ncl.

Pour cela, deux groupes sont constitués : un groupe contrdle et un groupe expérimental.
Chaque souris a été génotypée avant I’expérience ce qui a permis de constituer des sous-
groupes composés d’animaux agés entre deux et dix mois, de différents génotypes (identifiés
par un code couleur) et traités comme le précise le Tableau Il ci- dessous. Le protocole
d’injection montre un bon compromis entre efficacité et toxicité (Hofker and van Deursen,

2011).




Tableau Il - Conditions expérimentales de I'étude pilote pour évaluer I’effet de I'inactivation du géne Ncl.
Les traitements sont administrés par injection intrapéritonéale quotidienne pendant cing jours consécutifs. Chaque
génotype a une couleur définie.

Groupe controle

Génotype Age Traitement Sexe Nombre Objectif
> i Evaluer le bruit de fond de
Ncl™ : Rosa-CreER™*" 942246 | Huile 3F-2M 5 o A
(3 a8 mois) recombinaison du modele.
Activer la recombinase Cre
. . par le tamoxifene et évaluer
Ncl** : Rosa-CreER™" | 1228349 | papositene | 2F—2M | 4 | Deffet seul de Ienzyme
(4 a 11 mois) . .
active sur I’animal dans un
contexte sauvage pour Ncl.

NcI™ ; Rosa-CreER™" | 13082021 | 5 oyifene | 2F —2M 4 Evaluer la  toxicite du

(4 a 8 mois) tamoxiféne sur les animaux

Ncl*™ : Rosa-CreER™" 70a145] Tamoxiféne 3F 3 ayant les alléles flox et/ou

(2 a5 mois) sauvage pour Ncl.
Groupe expérimental
Vérifier Defficacit¢ de la
délétion de I’exon 3 du géne
flifl . i T2+~ | 1028307 j - Ncl.

e s (R IR ER (3 a 10 mois) Tamoxiféne | 3F-5M 8 Observer les conséquences
de D’inactivation des 2
copies (KO) du géne Ncl
Vérifier Defficacit¢ de la
délétion de I’exon 3 du géne

+fl . _ T2+/- 132 a 306] ces Ncl.

MBI R Gl (4 a 10 mois) Tamoxifene | 2F -1M 3 Observer les conséquences

de I’inactivation (KO) d’une
seule copie du géne Ncl.

3.2 La perte totale de Ncl entraine une perte de poids
rapide et la mort de I'animal.

Chaque souris est suivie quotidiennement durant I’expérience par une pesée et une

observation de I’allure générale et du comportement.

Pour chaque génotype, le poids est mesuré quotidiennement puis exprimé en pourcentage du

poids initial a J1. La moyenne des pourcentages, faite sur les individus de méme génotype, est

présentée dans la Figure 13. Par soucis de lisibilité, seul le groupe expérimental (NcI™™

CreER™"" et NcI™™ CreER?*"") et le sous-groupe contrdle Ncl*™* CreER™*" avec tamoxiféne

sont représentes. Les autres sous-groupes contréles, qui présentent le méme profil que les

contrdles NcI*** CreER™", sont présentés en Annexe 3.
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Figure 13 - Courbe de I'évolution du poids des souris de différents génotypes suite au traitement au tamoxiféne.
Les courbes représentent une moyenne pour 4, 8 ou 3 animaux +/- écart-type.

Le principal résultat de cette analyse est la rapide perte de poids, aprés injection de

tamoxiféne, des souris homozygotes Ncl™™

entre J6 et J9 alors que les souris hétérozygotes
Ncl*™ se comportent comme les contrdles sur la méme période et au-dela. Outre la perte de
poids, les souris homozygotes présentent une prostration et une perte de poils a la

manipulation qui ne sont pas observées dans les autres groupes.

La Figure 14 montre, que les souris NcI™ meurent (7 individus) ou atteignent leur point
limite (1 individu), entre 3 et 4 jours (J8-J9) apres la derniere injection de tamoxiféne alors

que les hétérozygotes Ncl*™

ne présentent pas d’anomalie. Ces résultats montrent que chez
’adulte, la perte d’un seul allele de Ncl est tolérée, tandis qu’une atteinte homozygote s’avére
rapidement mortelle. La survie du groupe controle n’est pas impactée par I’administration de

tamoxifene ou d’huile, ceci quel que soit le génotype.

La perte des deux alleles de Ncl n’est donc pas tolérée chez I’adulte alors que
I’haploinsuffisance n’a pas d’impact majeur. A noter que les souris contrles Ncl*™* CreER™""
se comportent comme les autres contrdles : la présence nucléaire de I’enzyme active est donc

bien tolérée.



10

—— NCclfl/fl ; CreERT2 +/-

O~ Ncl+/fl ; CreERT2 +/-
Tamoxiféne

9 o Huile
g - —O— Ncl+/+ ; CreERT2 +/-
—A—A—A—A—A—A—A—z:s Tamoxiféne
7 A=A —o— NCclfl/fl ; CreERT2 -/-
' Tamoxiféne
]
6 v —O— Ncl+/fl ; CreERT2 /-
5 | Tamoxiféne
I AN
: -=n==Nclfl/fl ; CreERT2 +/-
4 - IHRHARIARHAHRAARAARAAH -~ Tamoxifene
]
]

Y Injection huile
ou tamoxifene

Nombre de souris vivantes

[:>.--..--- I

0 5 10 15 20 25
Jour

Figure 14 - Courbes de survie du groupe contrdle et expérimental aprés injection d’huile ou de tamoxiféne

3.3 La recombinase CreERT™ activée provoque
I'inactivation de Ncl

Pour s’assurer que I’invalidation de Ncl médiée par CreER ' a été efficace, en particulier chez
les souris NcI*™ CreER™", le génotypage a été effectué sur divers organes. Les prélévements
ont été réalisés sur les souris NcI™ CreER™, le jour de leur mort (38 ou J9) et sur des souris
Ncl*™ CreER™" sacrifiées au méme jour. Toujours pour ce sous-groupe Ncl*™ CreER™,
des souris ont été sacrifiées a différents temps (J13, J15, J20 et J22) et génotypées. Cela
permet de vérifier que la délétion est toujours présente au cours du temps chez ces souris
survivantes dans différents organes. Les données du fournisseur Taconic indiquent que la
recombinaison ne touche pas la totalité des cellules (Biosciences, n.d.), ce qui est confirmé
par les résultats de génotypage ci-dessous, ou 1’all¢le floxé reste détectable chez tous les
individus. Une hypothése est que les cellules ayant échappées a la recombinaison, sont
susceptibles de proliférer plus efficacement que les cellules mutantes et de faire diminuer les

proportions de ces derniéres, conduisant a une éventuelle perte de 1’allele muté.



3.3.1 Efficacité de la délétion a ]9

A partir de tissus congelés, une triple extraction ADN, ARN, protéines est réalisée. Le
génotype de quelques organes (ovaire, rate, foie, cerveau, duodénum, muscle) est vérifié pour
les souris NcI™™ CreER™"" traitées a I’huile et au tamoxiféne et pour les souris Ncl*"

CreER™"", Les échantillons sont issus de souris mortes entre J8 et JO.
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Figure 15 — Génotypage sur des organes de souris hétérozygotes et homozygotes pour Ncl aprés traitement ou non au
tamoxiféne.

(A) Schéma de positionnement des couples d’amorces utilisés pour déterminer les alléles de Ncl. (B) Identification des
alleles du géne Ncl par PCR avec les couples d’amorces Lf/Er et Ef/Er sur différents organes de souris homozygotes pour Nc/
traitées a I'huile (colonne de gauche) ou au tamoxiféne (colonne du milieu) et de souris hétérozygotes (colonne de droite)
traitées au tamoxiféne. Le trio d’amorces CreER™ indique la présence (+) du transgéne a I'état hétérozygote CreER™"",
C:cerveau; D : duodénum ; F : Foie ; M : Muscle ; O : ovaire ; R : Rate.

La Figure 15 montre que la souris traitée avec de 1’huile ne présente pas de délétion au locus
Ncl alors que chez la souris de méme génotype traitée au tamoxifene, presque tous les organes
testés présentent cette délétion. La délétion est également détectée chez la souris hétérozygote
Ncl*™ & J9. L’analyse du duodénum n’est pas concluante chez les souris homozygotes Nl
alors qu’elle I’est pour la souris NcI™. Ceci provient probablement d’un probléme ponctuel

d’extraction de ’ADN pour le duodénum. L’efficacité de délétion est moindre dans le



cerveau. Ce résultat n’est pas surprenant puisque le fournisseur Taconic mentionne une
efficacité de délétion inférieure a 70 % dans cet organe (Biosciences, n.d.). Cette moindre
efficacité pourrait étre due a une plus faible biodisponibilité du tamoxifene dans le cerveau
bien que cette drogue soit connue pour passer la barriere hématoencéphalique (Kimelberg,
2008). Elle pourrait aussi étre due & une moindre efficacité de CreERT2 dans les neurones en
raison peut-étre d’une conformation de la chromatine réfractaire a la recombinaison (Zheng et

al., 2000).

Ces résultats de génotypage montrent qu’a J8-J9 le tamoxiféne a bien activé la recombinase
CreERT2 qui a pu agir sur le génome et exciser I’exon 3 de Ncl chez les souris Ncl™™ et
Ncl*™. Ces expériences confirment donc bien que la mort des souris NcI™™ est due & la perte

des deux alléles et que la perte d’un seul alléle est bien tolérée.

3.3.2 Maintien de la délétion au cours du temps chez les souris
Ncl*/f CreER"%*/- apres injections de tamoxifene

Il s’agit de vérifier que les cellules qui ont échappé a la recombinaison ne remplacent pas, au
cours du temps, les cellules mutantes au bénéfice d’un avantage compétitif. Le génotype des
hétérozygotes Ncl*™ CreER™ mises & mort a différents temps de ’expérience (J9, J13, J15,
J20 et J22) a été déterminé.

Comme précédemment, un génotypage est réalisé sur différents tissus: muscle, foie et
duodénum. La Figure 16 présente les résultats obtenus. La délétion de Ncl est détectable
jusqu’a 22 jours aprés la premiére injection principalement dans le foie et le duodénum.
Comme pour I’expérience précédente, les reésultats obtenus avec le muscle ne sont pas

convaincants a cause peut-étre faible contenu relatif en ADN de ces tissus.
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Figure 16 - Génotypage de différents tissus de souris Nc/ *f au cours du temps apres injection de tamoxiféne

(A) Schéma de positionnement des couples d’amorces utilisés pour déterminer les alléles de Ncl. (B) Identification des
alleles du géne Ncl par PCR avec les couples d’amorces Lf/Er et Ef/Er sur différents organes (D : duodénum ; F: foie; M :
Muscle) de souris Ncl” traitées au tamoxiféene et mises a mort a différents temps au cours de l'expérience. Le trio
d’amorces CreER"™ indiquent la présence (+) ou I'absence (-) du transgene RosaCreER™. La souris a gauche est CreER™" eta
regu le tamoxifene.

L’ensemble de ces résultats montre que I’activation de la recombinase par le tamoxiféne est
relativement efficace et ubiquitaire car la délétion dans le locus Ncl est présente dans la
majorité des organes analysés. Elle reste détectable jusqu’a 22 jours apres le début de
I’expérience chez les hétérozygotes, les cellules qui ont échappé a la recombinaison ne

semblent devenir prédominantes.

3.4 La perte totale de Ncl entraine une diminution de la
quantité de NCL dans les organes

Le géne Ncl ayant subi la délétion de I’exon 3, il est attendu que I’ARNm de Ncl soit lui aussi
modifié quantitativement et par conséquent que I’expression de la protéine soit également

perturbée. Afin de vérifier cette hypothéese, des western blot ont été réalisés sur des lysats



protéiques de quelques organes afin d’évaluer la quantité de NCL présente dans chacun d’eux.
La Figure 17 présente le résultat de cette analyse dans le cerveau, la rate et le foie de souris
pour les trois génotypes d’intérét Ncl **; Nel™™ et NcI toutes CreER™ aprés injections au

tamoxiféne a J10, J9 et J8 respectivement.
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Figure 17 - Evaluation de la quantité de protéine NCL dans plusieurs organes aprés traitement au tamoxiféne (A) et
quantification du ratio NCL/actine (B).
(A) Détection par western blot de NCL dans le cerveau, la rate et le foie chez une souris sauvage Ncl'’* creER™ (carré vert)

a J10, hétérozygote Nl creER™ (rond orange) a J9 et Nel™ creer™ homozygote (triangle jaune) a J8. (B)

Normalisation du signal NCL par le signal actine obtenu dans chaque organe.

L’analyse de la quantit¢é de NCL indique que cette quantité est variable en fonction de
I’organe chez la souris contrdle Ncl*™* CreER™", Dans le cerveau, il n’y a pas de variation du
niveau de NCL quel que soit le génotype des souris. Ce résultat n’est pas surprenant puisque
I’efficacité de délétion est faible dans cet organe. La souris NcI™™ CreER™*", quant & elle,
présente une forte diminution, d’environ cinq fois, du niveau de NCL dans le foie et une
diminution moins drastique dans la rate. La souris hétérozygote NcI™" CreER™*" présente un
taux de protéine NCL trés proches de ceux du contrdle. La variation observée dans le foie est
peut-étre due a la variabilité individuelle ou technique, une seule souris par génotype ayant été

analysée.

La délétion étant détectée chez les souris hétérozygotes Ncl™" CreER™ jusqu’a J22,
I’analyse de la quantité de NCL dans le foie a été réalisee a différents temps au cours de
I’expérience. La Figure 18 présente les résultats obtenus par western blot et les quantifications

associées.
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Figure 18 — Evaluation de la quantité de protéine NCL dans le foie apreés traitement au tamoxiféne et au cours du temps
. /fl T2+/-

chez les souris Ncl'" CreER™*"".

(A) Détection par western blot de NCL dans le foie de souris Nl creER au cours du temps. L’actine est utilisée comme

contréle interne (B) Quantification du western blot aprés normalisation du signal NCL par le signal actine obtenu pour

chaque jour étudié.

T2+/-

Les résultats obtenus montrent que les ratios NCL/actine varient peu dans le temps apres la
fin de I’expérience. Cela signifie que, dans le foie, la quantité de NCL reste stable au cours du
temps méme si une copie du géne Ncl a €té inactivée. Une seule souris a été analysée par jour
étudié, augmenter le nombre d’individus analysés permettrait de confirmer ou non cette

tendance. 1l faudra également ajouter des mesures a JO.

L’ensemble de ces résultats montrent que I’inactivation des deux alleles provoque une
diminution de la quantité de NCL d’un facteur six dans le foie et d’un facteur deux dans la

rate, la perte est plus faible dans le cerveau.

3.5 D’éventuelles variations de cholestérolémie chez les
souris mutantes sont masquées par I'effet du tamoxiféene.

Une étude sur puce a ADN en cours dans 1’équipe montre que, dans des cellules HelLa la
diminution de la quantité de NCL induite par RNAi s’accompagne d’une diminution de
I’expression de plusieurs genes de biosynthese du cholestérol. Afin de vérifier si in vivo
I’invalidation de Ncl a un impact sur la cholestérolémie, le dosage du cholestérol a été realisé

sur du sérum de souris NcI*™* CreER™ et NcI"™ CreER™" avant (J1) et aprés injection de



tamoxifene (J8). Il n’a pas été possible de réaliser ce dosage a J5 car la réglementation impose

une période de dix jours entre deux prélévements de sang dans le sinus rétro-orbital.

La Figure 19 présente les concentrations de cholestérol total mesurées a J1 et J8 ainsi que les

différences exprimées en pourcentages par rapport a J1.
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Figure 19 — Concentration du cholestérol total a J1 et J8 chez les souris contrdles et homozygotes, apres injection de
tamoxiféne

Pour chaque souris, le dosage de cholestérol a été réalisé a J1 (histogramme vert foncé) puis a J8 (histogramme vert clair).
Les différences de concentration entre J1 et J8 sont exprimées en % (losange noir). Les injections de tamoxiféne ont eu lieu
deJ1alJ5.

La cholestérolémie mesurée huit jours aprés le début des injections de tamoxifene a baissé
pour tous les animaux, y compris chez les animaux contrdles NcI** CreER™*". En moyenne,
la diminution est identique pour les souris contrdles (53%) et les souris homozygotes (52%).
Etant donné que la diminution est présente aussi chez les controles, on peut supposer un effet
hypocholestérolémiant du tamoxiféne lui-méme. Cet effet est si puissant qu’il masque I’effet

éventuel lié a la nucléoline.

Les expériences présentées jusqu’ici ont mis en évidence que I’inactivation ubiquitaire du
géne Ncl chez les adultes provoque la mort des souris homozygotes NcI™™ CreER™. Les
causes de la mort de ces souris n’ont pas été élucidées. Lors de la nécropsie, aucune anomalie
flagrante n’a été détectée. Une étude anatomopathologique systématique est nécessaire. La
rapide perte de poids suggere un défaut d’absorption qui incite a analyser notamment les
intestins. Les souris hétérozygotes ne semblent pas affectées ce qui suggére une adaptation

transcriptionnelle et/ou traductionnelle qui doit étre analysée en détail.



4. Effets de Il'inactivation de NcI au cours du
développement

Les résultats présentés dans la partie précédente ne préjugent pas des effets que la perte d’un
ou des deux alléles de Ncl pourrait avoir au cours du développement. La littérature suggéere
que NCL est importante pour 1’ensemble des cellules. Nous avons tenté de réaliser la
transmission germinale de la délétion pour étudier les animaux qui des leur conception

seraient mutants homo ou hétérozygotes de Ncl.

De plus, nous avons choisi de porter notre attention sur le systéme nerveux central puisque
NCL semble y jouer un rdle particulier comme expliqué dans la partie introductive. Pour cela
nous avons déclenché I’invalidation de Ncl spécifiquement dans le SNC au cours du

développement.

L’utilisation des transgenes exprimant Cre sous le controle d’un promoteur dérivé du géne
Nestin, permet a priori d’atteindre ces deux objectifs, puisqu’ils ont une expression forte dans

le cerveau et la lignée germinale.

4.1 Etude de l'inactivation de Ncl dans la lignée « NCL
Nestin-Cre »

Ifl/fl +/fl

Des souris NcI™™ ou NcI*™ ont été croisées avec des souris Nestin-Cre*”, dans le but d’obtenir
des souris mutantes hétérozygotes Ncl*™ ; Nestin-Cre™ haploinsuffisantes dans le cerveau.
Ces souris seront ensuite croisées entre elles pour obtenir des mutants homozygotes dans le
cerveau. Si cette délétion se met en place dans la lignée germinale, cette approche permet
d’avoir des KO pour Ncl dés la conception a la génération suivante. Nous avons appliqué avec
succes cette démarche au laboratoire dans le cadre de I’inactivation du géne PC4

(Swaminathan et al., 2016).

4.1.1 Croisement pour l'obtention des souris hétérozygotes
Ncl*/f; Nestin-Cre*/-

Le Tableau Il présente les résultats du croisement initial fait entre les lignées « NCL flox » et

+/fl

« Nestin-Cre » dans le but d’obtenir des souris porteuses de 1’alléle Ncl™ et du transgéne




Nestin-Cre. Ces souris devraient étre porteuses hétérozygotes de la délétion dans le cerveau.
Ce tableau ne tient compte que des souriceaux qui ont été identifiés par prélevement des
phalanges entre P8 et P10. Tous les autres, y compris les mort-nés, ne sont pas comptabilisés
car non génotypés.

fi/fl

Tableau Il - Fréquence des génotypes obtenus lors du croisement Nc/ " x Nestin-Cre *-

Croisement :
NCL"" x Nestin-Cre*"
Naissances
Génotypes Nombre % % théoriques

Ncl*: Nestin-Cre™ 76 47 % 50 %

Ncl*™ - Nestin-Cre*” 2 1%
+/fliA . +/- 50 %

Ncl : Nestin-Cre 85 52 %
Total 163 100 % 100 %

Comme attendu, les souris sont toutes hétérozygotes pour Ncl. La moitié des souris possedent

le transgéne Nestin-Cre qui se transmet donc selon les proportions mendéliennes.

La grande majorité (98 %) des souris NcI™™ : Nestin-Cre™” présentent aussi la délétion de
I’exon 3 du gene Ncl et sont donc des mosaiques possédant trois alleles de Ncl : sauvage,
floxé et délété (NcI*™“ Nestin-Cre*"). Cet état mosaique n’est pas associé & une mortalité
particuliere. La recombinase est donc active dans les doigts chez presque tous les animaux. Il
est probable que les deux animaux NcI*™ : Nestin-Cre*”, qui ne présentent pas la délétion, la

présentent dans le cerveau puisque 1’expression de Cre y est a priori plus forte.

L’analyse de ce premier croisement met en évidence qu’en présence du transgene Nestin-Cre,
il est possible d’obtenir une majorité d’individus mosaiques viables pour lesquels une partie

+ifl

des cellules est hétérozygote Ncl™" et I’autre partic est a priori hétérozygote Ncl™4en

particulier dans les cellules du SNC.

4.1.2 L’haploinsuffisance de Ncl n’est pas viable.

Nous avons ensuite cherché a obtenir la transmission de la délétion vers la descendance via la
lignée germinale. Pour cela, nous avons croisé des individus mosaiques avec des souris
sauvages de méme fond génétique. Cela permet aussi d’assainir le fond génétique provenant
des cellules ES initialement utilisées pour 1’obtention de 1’alléle floxé et de prévenir la dérive

génétique (Davis et al., 2012).



Le Tableau IV récapitule les naissances obtenues lors de ce croisement. L’Annexe 4 indique

les génotypes possibles pour un tel croisement.

Tableau IV - Répartition des génotypes obtenus lors de croisements Nc/*/4 ; Nestin-Cre™” x NcI"'*.

. . e . . . fl
Sur I'ensemble des naissances obtenues, aucune ne présente la délétion hormis les souris mosaiques Nel s

; Nestin-Cre™"

Croisement :
Ncl*™2 ; Nestin-Cre*” x Ncl™’*
Naissances
Génotypes Nombre %
Ncl™*; Nestin-Cre™ 28 22 %
Ncl™*; Nestin-Cre*" 23 18 %
Ncl™™ : Nestin-Cre” 31 25 %
Ncl*™: Nestin-Cre*"” 4 3%
Ncl*4: Nestin-Cre*" 39 31 %
[ NNestnoe” 0%
Ncl*™; Nestin-Cre™" 0 0%
Total 125 100 %

14 avec ou sans le transgéne Nestin-Cre

L’analyse de ces résultats montre que les souris NC
ne sont jamais observées. De plus, les proportions des génotypes obtenus sont plus proches
des proportions théoriques lorsque Ncl* n’est pas présent dans la lignée germinale. Cela
suggeére que les gamétes Ncl* ; Nestin-Cre* et Ncl* ; Nestin-Cre™ ne seraient pas produits. Une
hypothese alternative est que la présence de la délétion a 1’état hétérozygote tot dans le
développement n’est pas viable. Toutefois, ce croisement a été réalise et surveillé par les
zootechniciens dans la zone d’élevage du PBES ce qui n’est pas propice a la détection

d’éventuels souriceaux mort-nés et pourrait expliquer I’absence des génotypes manquants.

La perte précoce d’un alléle ou son absence initiale n’est donc pas viable. Seul un état de

mosaicisme est toléré.

4.1.3 L’haploinsuffisance de Ncl est compatible avec le
développement in utero.

+/A

Dans le croisement précédent, seules les souris mutantes Ncl™< pouvaient étre potentiellement

IfI/A

générées. Afin de tenter d’obtenir des mutants Ncl"ou Ncl?*, des croisements avec des

Ifl/fl

souris NcI™" ont aussi été réalises. Toutefois, ce type de croisement ne permet pas d’avoir des

+H+ .

controles NclI**; Nestin-Cre™” dans les portées. Ce croisement a été réalisé en zone



expérimentale pour permettre une surveillance accrue des naissances et du devenir des

portées.

Le Tableau V donne les génotypes obtenus et le pourcentage que chacun représente sur le
nombre de naissances. L’Annexe 5 indique les génotypes potentiels des souris issues de ce
type de croisement.

Tableau V — Répartition des génotypes obtenus lors de croisements Ncl" 7AIA ; Nestin-Cre*’” x Ne"™.

Les astérisques indiquent que tous les souriceaux sont mort-nés.

Croisement :
Ncl*™4 ; Nestin-Cre*” x NcI™™
Naissances
Génotypes Nombre %

Nel*™; Nestin-Cre” 13 15 %
Ncl™™; Nestin-Cre*’” 1 1,2 %
Ncl*"4: Nestin-Cre*" 30 36 %
Ncl™: Nestin-Cre” 14 17 %
Ncl™: Nestin-Cre™” 1* 1,2 %
Ncl™4; Nestin-Cre™ 1* 1,2 %
24* 29 %

84 100 %

Plusieurs constats peuvent étre faits & partir de ces résultats. Les souris NcI"2; Nestin-Cre*"
représentent un tiers de I’effectif total, ce qui confirme que la délétion a 1’état mosaique n’a

pas d’impact majeur sur la viabilité.

De plus, les trois derniers groupes interpellent par leur génotype et par le fait qu’ils sont
constitués d’individus mort-nés. Un souriceau mort-né de génotype Ncl™; Nestin-Cre” a été
identifié : il possede la délétion sans avoir le transgéne Nestin-Cre. Cela signifie soit que la
délétion est transmise germinalement par le parent mosaique, soit qu’il s’agit d’un effet
maternel ou il y aurait transmission cytoplasmique de la protéine CRE sans transmission du
gene Cre. Dans ce dernier cas, le stock maternel de recombinase serait suffisant pour une
délétion précoce de Ncl. Toutefois, pour ce souriceau c’est le pére qui était de génotype
mosaique. Il est donc peu probable qu’il y ait eu transmission cytoplasmique de la protéine
CRE mais plut6ét transmission germinale de la delétion. Quel que soit le mode de
transmission, ce génotype rare nous apprend qu’il semble possible d’avoir un développement

jusqu’a la naissance en présence d’un unique alléle de Ncl.



Un tiers des naissances est constitué de souriceaux mort-nés de génotype Ncl ; Nestin-Cre*”
Ces souriceaux sont facilement identifiables car ils présentent tous une téte rouge a la
naissance. Comme expliqué plus tard, ils sont anencéphaliques et le volume crénien est
occupé par un liquide rouge clair qui semble étre un mélange de sang et de liquide
céphalorachidien. La difficulté avec ce groupe est qu’il est impossible de savoir si les
souriceaux ont recu la délétion par transmission germinale ou si la délétion se met en place au
cours du développement. De méme, on ne peut pas connaitre le degré de mosaicisme de ces
animaux car les PCR de génotypage ne permettent pas de lever ’ambiguité. Ces animaux sont
notés NcI™; Nestin-Cre*” tout en ayant a I’esprit que ce sont des souris mosaiques sauf dans
le SNC ou ils sont KO pour Ncl, ce qui expliquerait 1’absence de cerveau. Le génotype
cérébral ne peut pas €tre vérifié puisqu’il n’y a pas de tissus a prélever.

Un souriceau mort-né a pour génotype NcI™: Nestin-Cre*". Il serait attendu de détecter la
délétion car le transgene Nestin-Cre et les séquences loxP sont présents. Or ce n’est pas le cas.
De plus son développement jusqu’a la naissance semble normal, y compris pour le SNC.

L’absence de la délétion ainsi que la mort de ce souriceau unique restent inexpliquées.

En conclusion, ce nouveau croisement ouvre la possibilité d’une transmission germinale a
faible fréquence et que I’inactivation d’un alléle de Ncl permet le développement in utero
mais n’est pas viable. Il faut la présence de deux all¢les Ncl fonctionnels (sauvage et/ou flox)

pour que les animaux puissent vivre.

4.1.4 Le KO homozygote pour Ncl est incompatible avec le
développement in utero

I A/A

Afin d’augmenter la probabilité d’obtenir des mutants Ncl™” tout en ayant les contrdles

adaptés, et d’avoir une transmission germinale par rapport aux croisements précédents, des
souris mosaiques Ncl*™4: Nestin-Cre™ ont été croisées entre elles. L’avantage de ce
croisement est que tous les types de mutants peuvent potentiellement étre présents mais un
des inconvénients est 1I’impossibilité, avec notre approche de génotypage, de définir si le
transgéne Nestin-Cre est a 1’état hétérozygote +/- ou homozygote +/+. Face a cette ambiguité,

il sera donc noté Nestin-Cre™ pour signaler la présence du transgéne.



Le Tableau VI résume le nombre de naissances par génotypes ainsi que les proportions que
cela représente tandis que I’Annexe 6 indique les génotypes potentiels en fonction des

gametes produits.

Tableau VI - Répartition des génotypes obtenus lors de croisements ch/f'/“; Nestin-Cre™" x ch/f'/A; Nestin-Cre™".
Les astérisques indiquent que tous les souriceaux sont mort-nés.

Croisement :
Ncl*"4 - Nestin-Cre™" x NcI"™ ; Nestin-Cre*"
Naissances
Génotypes Nombre %
Ncl™*; Nestin-Cre™ 4 3%
Ncl™*; Nestin-Cre* 17 13%
Ncl*™: Nestin-Cre™ 13 10%
Ncl™™; Nestin-Cre* 2 2%
Ncl*"4: Nestin-Cre* 61 47%
Ncl*™’4; Nestin-Cre* 1* 0,7%
NcI™™: Nestin-Cre™” 7 5%
NcI™: Nestin-Cre* 0 0%
Ncl™4: Nestin-Cre” 0 0%
Ncl*’*; Nestin-Cre™" 0 0%
Ncl*; Nestin-Cre* 0 0%
130 100%

A partir de ce tableau, plusieurs remarques peuvent étre faites. Toutes les souris viables ont
soit deux alleles fonctionnels, soit posseédent la délétion seulement a 1’état mosaique. Cela
confirme I’intolérance de 1’haploinsuffisance de Ncl. Les souris de génotype Ncl™ ; Nestin-
Cre*"” sont présentes comme dans le croisement précédent. De plus, aucune souris Ncl** été
observée a la naissance, y compris chez les mort-nés, ce qui montre que I’absence des deux
alléles provoque un arrét du développement in utero. Aucun souriceau Ncl™4; Nestin-Cre” et
Ncl*™; Nestin-Cre™ n’ont été détectés, confirmant que la transmission de Ncl*est soit trés
rare, soit incompatible avec le développement in utero. Les souris de génotype NclI™™: Nestin-
Cre*ne sont pas présentes car leur génotype devient probablement Ncl*; Nestin-Cre* ou
Ncl™: Nestin-Cre*. Enfin un souriceau mort-né de génotype Ncl*®; Nestin-Cre* est détecté.

Il n’est pas possible de déterminer si la délétion provient d’une transmission germinale.



Les résultats de ce croisement confirment que le KO homozygote pour Ncl est incompatible
avec le développement in utero. Ceci n’est guére surprenant compte tenu du caractére
essentiel de Ncl (voir introduction) et cela est aussi mis en évidence avec les souris

anencéphaliques.

4.1.5 L’'inactivation de Ncl provoque des anomalies
comportementales et cérébrales.

La protéine NCL était connue pour étre requise pour des cellules en culture et nous avons
retrouvé ce caractere vital au cours des croisements. De plus, des phénotypes inattendus ont

/

été observés en particulier chez les animaux mosaiques Ncl*™4; Nestin-Cre * adultes et les

souriceaux mort-nés.

4.1.5.1 L’haploinsuffisance de Ncl entraine un comportement anormal

Parmi les animaux ayant la délétion pour Ncl, seules les souris mosaiques Ncl*/™4; Nestin-
Cre™ ® *" sont viables. Vers 7-8 mois, elles commencent & trembler et présentent une
anomalie dans leurs déplacements : elles titubent, leur train arriére s’affaisse de maniére plus
ou moins brusque lors de leur marche comme si elles avaient une perte d’équilibre ou une
faiblesse musculaire. Leur queue est positionnée a la verticale et leurs pattes arriere semblent
plus écartées que celles des souris contréles. Elles paraissent moins actives dans leur cage et
restent principalement dans les coins sans beaucoup bouger. Certaines présentent parfois des
comportements de grande excitation, en particulier un comportement de heurt de la grille des

cages par des sauts répétés.

4.1.5.2 La viabilité requiert la présence des deux alléles sauvages de Ncl.

Lors du suivi des naissances pour les croisements de souris NcI*™4 ; Nestin-Cre*” entre elles
ou avec des souris NcI"™ des mort-nés ont été trouvés dans les portées. C’est un phénoméne
connu chez les souris et cela arrive régulierement avec des proportions variables selon le fond

génétique. Le Tableau VII est une synthese des naissances, pour les croisements cités



précédemment, en incluant les morts nés identifiés. Les observations ont mis en évidence trois

ensembles de génotypes.

Tableau VII — Synthése des naissances de plusieurs croisements incluant les mort-nés pour chaque génotype.

Croisements utilisés : Ncl”4 ; Nestin-Cre™” x NeI”"4 ; Nestin-Cre™” et NeI”™ ; Nestin-Cre™ x Nc/"”. Les génotypes sont

regroupés en fonction de leur viabilité.

Naissances
Génotypes observables a Nombre Dont % des mort-nés
I’Age adulte total mort-nés par génotype
Ncl™*: Nestin-Cre”" 4 1 25%
Ncl*™*; Nestin-Cre** o ** 17 6 35%
Ncl™: Nestin-Cre”" 26 4 15%
Ncl™™:; Nestin-Cre™*'* ! *" 3 2 67%
Ncl*"4; Nestin-Cre*"* °**" 91 19 21%
Ncl™: Nestin-Cre” 21 4 19%
Total génotypes viables 162 36 22%
Naissances
Génotypes restreint des Nombre Dont % des mort-nés
animaux mort-nés total mort-nés par génotype
Ncl*'#; Nestin-Cre* 1 1 100%
Ncl™: Nestin-Cre*” 1 1 100%
Ncl"4; Nestin-Cre™ 1 1 100%
49 49 100%
Total génotypes non viables 52 52 100%

Génotypes non observeés

Ncl¥4: Nestin-Cre”
Ncl?4: Nestin-Cre*'* o+

Un premier groupe de souris a des génotypes compatibles avec le développement jusqu’a

I’age adulte méme si quelques mort-nés sont présents dans chaque génotype.

Le deuxiéme groupe rassemble les génotypes qui ne sont observés que chez les souriceaux
mort-nés. Tous se développent in utero avec un corps normal mais avec des phénotypes
cérébraux différents selon les genotypes, ce point sera évoque ci-apres. Des expériences
complémentaires sont nécessaires pour déterminer a quel moment (au cours du
développement ou a la naissance) ces souris meurent. Comme il n’y a qu’une seule souris
concernée pour chacun des génotypes Ncl*™4; Nestin-Cre*, NcI"; Nestin-Cre* et NcI™;

Nestin-Cre"', il est difficile de conclure.



Enfin le troisieme ensemble contient les génotypes qui n’ont jamais été observés dans les
portées. Il s’agit des souris KO pour Ncl et des souris hétérozygote (+/A). Comme un mutant
Ncl™ ; Nestin-Cre” a été détecté, il est possible que le nombre de naissance n’était pas

suffisant pour obtenir le mutant NcI*’*; Nestin- Cre™".

4.1.5.3 Ncl a l'état hétérozygote est nécessaire au développement du
systéme nerveux central.

Parmi les souris obtenues, deux groupes présentent des anomalies cérébrales plus ou moins

séveres.

Les souris mosaiques Ncl*"4; Nestin-Cre™ adultes ayant un comportement anormal, la
question s’est posée de vérifier que le phénotype observé est di a un probleme nerveux
comme attendu puisque Cre s’exprime principalement dans le systéme nerveux, ou Si au
contraire, ce phénotype était lié a un défaut musculaire, Cre s’exprimant aussi dans ce tissu.
Lors de prélévements d’organes dont le cerveau, nous avons pu constater que le cervelet de la
souris mosaique est plus petit que celui des souris contréles. Ces anomalies sont retrouvées

avec le transgéne Nestin-Cre (FT) et seront detaillées dans la partie 4.2.

Parmi les souris mort-nées, les souris NcI™ ; Nestin-Cre* présentent macroscopiquement une
téte rouge cedématiée. A la dissection, la boite cranienne est tres fine et contient ce qui peut
étre un mélange de sang et de liquide céphalo-rachidien. Chez le mort-né de génotype

+H+

controle Ncl™*; Nestin-Cre* le cerveau est visible et apparemment bien formé comme le

IfI/A . +/+ ou+/-

montre la Figure 20. Les souris Nc Nestin-Cre ont donc un développement du

cerveau trés limité voire inexistant.

Contrairement aux souriceaux mort-nés Ncl"4: Nestin-Cre® qui sont des KO complets pour

Ncl dans le cerveau, les souriceaux Ncl*'#; Nestin-Cre*™ ® *" et NcI"; Nestin-Cre™,

également mort-nés, ne sont pas anencéphaliques. Un alléle sauvage est donc suffisant pour

un développement du cerveau. Ce développement n’est siirement pas normal étant donné que
+/fliA .

I’haploinsuffisance vue chez les souris mosaiques Ncl : Nestin-Cre*”" entraine des
p

anomalies. Une étude histologique permettrait de verifier cette hypothese.



Ncl** ; Nestin-Cre*”  NcI™ ; Nestin-Cre*"

Figure 20 — Morphologie de la téte des mort-nés Ncl”* ; Nestin-Cre”” et NcI’/4 ; Nestin-Cre”".
Les souris controles (gauche) possédent un cerveau dans leur boite cranienne tandis que les souris NclA (droite) ont un
développement cérébral trés restreint.

En résumé, la présence de la délétion n’est tolérée qu’a 1’état mosaique chez 1’adulte,
I’haploinsuffisance stricte conduisant a des souriceaux mort-nés. La perte d’un alle¢le dans le

cerveau, au cours du développement, entraine des anomalies de structures et de fonctions.

4.2 Etude de Vl'inactivation de NclI dans la lignée
« Ncl Nestin-Cre (FT) »

En cours de projet, voyant que la transmission germinale de Ncl* est faible et qu’un
phénotype cérébral a été détecté, des expériences avec des souris exprimant la recombinase
Cre sous le contr6le du promoteur Nestin (FT) sont initiées en paralléle. En effet, non
seulement le transgene Nestin-Cre (FT) cible plus spécifiquement le cerveau mais il semble
aussi faciliter la transmission d’un geéne muté dans la lignée germinale. Cela a été

effectivement observé dans notre laboratoire pour un projet similaire a celui-ci.



4.2.1 L’inactivation de Ncl par I'un ou l'autre des transgenes
Nestin-Cre a des conséquences similaires.

La stratégie de croisements est identique a celle décrite dans la partie précédente.

Un premier croisement NcI™™ x Nestin-Cre (FT)"" a donné les souris mosaiques Ncl™":

Nestin-Cre (FT)*". Les résultats sont donnés en Annexe 7. Le phénotype de ces souris est
semblable a celui obtenu avec le transgéne Nestin-Cre (tremblements, perte d’équilibre, etc.).
La seule différence est 1’dge auquel il apparait. En effet, les problemes de déplacement sont
visibles dés onze jours apreés la naissance avec des tremblements plus ou moins forts selon les
individus. Les souris se développent jusqu’a 1’dge adulte et sont alors utilisees pour les

croisements suivants : soit avec des souris Ncl*"

, soit entre elles. Afin de ne pas alourdir la
lecture des résultats les Annexe 8 et Annexe 9 présentent respectivement les fréquences
théoriques et les résultats obtenus pour chaque génotype lors du croisement NcI™"4: Nestin-
Cre (FT)"" x NcI™™. Les Annexe 6 et Annexe 10 concernent les croisements Ncl*™4 ; Nestin-

Cre (FT)"" x NcI*™4 ; Nestin-Cre (FT)*".

Comme observé avec le transgéne Nestin-Cre, les souriceaux portant la délétion dans le géne
Ncl sont tous mort-nés. Ainsi, pour le croisement NcI™4: Nestin-Cre (FT)"" x NcI*™ le
Tableau VIII récapitule le nombre de naissances recensées avec le décompte des mort-nés
dans chacun des génotypes mais aussi les fréquences des mort-nés calculées sur le nombre
total de naissance et sur le nombre de naissances pour chaque génotype. Pour I’ensemble des
croisements effectués, aucune différence qualitative dans les proportions des différents
génotypes et la pénétrance des phénotypes n’est observée en fonction du sexe du parent qui

ameéne le transgene Cre.



Tableau VIII - Répartition des génotypes et nombre de mort-nés obtenus lors de croisements ch/f’/A; Nestin-Cre(FT)+/' X
/fl
Ncl”

Croisement
Ncl*™4 : Nestin-Cre(FT)*"" x NcI*™
No_mbre de % mort-nés par % mort-nés
] naissances
Génotypes dont rapport au nombre | pour chaque
Total .| total de naissances génotype
mort-nés
Ncl*™*; Nestin-Cre(FT)" 29 2 1% 7%
Ncl*’*; Nestin-Cre(FT) "~ | 28 1 <1% 4%
Ncl*™: Nestin-Cre(FT)™” 54 0 0% 0%
Ncl*™: Nestin-Cre(FT) *" 2 0 0% 0%
Ncl*4: Nestin-Cre(FT)*"" | 55 1 <1% 2%
Ncl*4; Nestin-Cre(FT)*"" 6 3% 100 %
Ncl™: Nestin-Cre(FT)™ 23 0 0% 0%
Ncl™™: Nestin-Cre(FT)*" 0 0% 0%
Ncl™; Nestin-Cre(FT)™ 2 1% 100 %
11 11 5% 100 %
213 26 12 %

Ces résultats indiquent que tous les génotypes sont présents dans les naissances hormis le

IfI/A

génotype Ncl™™: Nestin-Cre(FT)*". Ce génotype peut étre converti en NcI™ ouen Ncl*™ et

ces génotypes sont certainement comptabilisés dans ces catégories.

Il est & noter qu’un nNouveau génotype jusqu’a présent non-observé est détecté : Ncl*/4; Nestin-
Cre(FT)". Comme dans le cas du mutant Ncl"; Nestin-Cre (FT)”, ces souris sont trés
probablement issues d’une transmission de Ncl* par la lignée germinale. En effet, le transgéne
Nestin-Cre (FT) est absent, il n’y a pas de recombinaison possible. Le gene délété provient
donc des gamétes d’un des parents. Ces mutants hétérozygotes se développent in utero mais

sont mort-nés.

De plus, les souris NclI™’®; Nestin-Cre (FT)*" sont plus nombreuses qu’avec le transgéne
Nestin-Cre et sont elles aussi mort-nées, ce qui laisse a penser que les phénotypes sont

similaires méme si I’on ne peut pas définir si la délétion est transmise par la lignée germinale.

Les mutants mosaiques Ncl®; Nestin-Cre(FT) * présentent les mémes phénotypes que ceux

obtenus avec le transgene Nestin-Cre.



Les résultats du croisement Ncl™4: Nestin-Cre (FT)"" x NcI*™4: Nestin-Cre (FT) * sont
présentés en Annexe 11. Malgré le peu de souris obtenues dans ce croisement et en plus des
souris mosaiques NcI*™4; Nestin-Cre (FT)"", quatre souris portent la délétion hétérozygote
dans le géne Ncl et toutes sont mort-neées. Ces données sont en accord avec les résultats

obtenus dans les précédents croisements.

Un de nos objectifs était d’obtenir une transmission germinale de la délétion, en utilisant les
transgénes Nestin-Cre. Le transgene Nestin-Cre (FT) semble plus efficace pour cette
transmission germinale puisque toutes les deux génotypes KO hétérozygotes possibles
(Ncl™™ et NcI: Nestin-Cre (FT)™) pour Ncl ont été identifiées. Les résultats obtenus avec les
deux transgénes sont similaires, notamment dans le fait qu’aucune souris KO NcI*® n’a été

obtenue confirmant la nécessité de Ncl pour le développement de 1I’embryon.

4.2.2 Effets de l'inactivation de Ncl sur les parametres
biologiques des souris mosaiques adultes

Parmi les souris qui portent la délétion de Ncl, seules les souris mosaiques Ncl*™* : Nestin-
Cre (FT)* atteignent 1’age adulte. Elles présentent des défauts moteurs et un cervelet
anormalement petit. Dans le but de caractériser plus précisément ce phénotype, elles ont été

étudiées sous divers aspects biologiques et biochimiques.

4.2.2.1 Les souris mosaiques ont un poids comparables aux souris
contréles.

Un groupe de souris mutantes et un groupe souris controles Ncl*'*; Nestin-Cre(FT) *") ont été
constitués. Chaque groupe est composé de quinze males agés de 90 a 97 jours. La Figure 21
montre que les poids des souris mutantes et controles sont comparables. Le groupe des
mutants présente une plus grande dispersion des mesures. Cette dispersion est peut-étre due

au fait que ces animaux sont des chimeres, ils ne sont donc pas strictement identiques.
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Figure 21 — Comparaison des poids des souris males contrdles et mutantes a I’age adulte.

Deux groupes de 15 souris males sont pesés a I'age adulte (de 90 a 97 jours). La barre bleue indique la moyenne de chaque
groupe. L’étalement des mesures selon |'axe des abscisses est aléatoire pour bien distinguer les points des données. Un t-
test a été réalisé.

4.2.2.2 La perte d’'un alléle de Ncl provoque une hypoplasie du cervelet

Les cerveaux de mutants et de contrdles de la méme portée ont été prélevés. Des la dissection,
il a été constaté que le cervelet des mutants est moins développé que celui des contrdles
(Figure 22A). Les coupes sagittales de cerveaux (Figure 22C, D, E et F) ont été colorées au
luxol bleu rapide (colorant de la gaine de myéline) et au rouge neutre (colorant des noyaux).
La surface du cervelet (Figure 22B) a été quantifiée et a confirmé ce phénotype. Non
seulement 1I’hypoplasie du cervelet est claire, mais le nombre de lobes est inférieur.

La perte d’un alleéle de Ncl est associée a une anomalie de développement du cervelet. Ce
dernier est un centre majeur de la coordination motrice dans le SNC : cette hypoplasie

explique le comportement observe.
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Figure 22 — Comparaison des cervelets des souris contrdle versus mutant.

(A) Vue dorsale des cerveaux disséqués. Les cervelets (fleche) sont différents macroscopiquement. (B) Quantification des
surfaces des cervelets de trois souris contrdles (vert) et trois souris mutantes (rouge et blanc). Moyenne +/- écart-type. (C-
D) Souris contrdle (E-F) Souris mosaique (C-E) Coupes sagittales de cerveaux colorés au luxol bleu rapide et rouge nucléaire.
Barre = 2 mm (D-F) Zoom sur le cervelet. Barre =2 mm

4.2.2.3 L’haploinsuffisance de Ncl dans le cerveau provoque une
diminution du taux de NCL.

Une analyse de la quantité de NCL dans le cerveau et le cervelet a été réalisée par western

blot (Figure 23). La tubuline est utilisée comme contr6le interne de charge afin de normaliser



le signal NCL. Une diminution du taux de NCL, dans le cerveau et le cervelet, est constatée
chez les souris mutantes par rapport aux souris controles.

Ce résultat signifie que I’inactivation de Ncl dans le SNC provoque une diminution d’environ
50 % de la quantité de NCL. Ce résultat n’est pas surprenant puisque les cellules du SNC sont
majoritairement Ncl*’* ; Nestin-Cre (FT)*", il n’y a pas de phénoméne de compensation par

I’allele sauvage.
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Figure 23 — Evaluation de la quantité de Ncl sur le cerveau et le cervelet de trois souris contréles Nc/ +/+; Nestin-Cre(FT)+/'
(vert) et quatre souris mosaiques Nc/ . 4, Nestin-Cre(FT)” " (rouge et blanc).

(A) Détection de Ncl par western blot dans le cerveau (gauche) et dans le cervelet (droite). (B) Quantification du ratio
NCL/tubuline obtenu dans chaque tissu. Le signal Ncl est présenté comme la moyenne de 3 ou 4 répliquats biologiques +/-

écart-type.



4.2.2.4 La perte d'un allele de Ncl n’induit pas de défauts aux jonctions
neuromusculaires.

Les souris mosaiques mutantes présentent des défauts d’équilibre et de motricité
probablement dus aux défauts constatés dans le systéme nerveux central. Pour s’assurer que
les jonctions neuromusculaires ne soient pas atteintes, une étude de leur structure par

immunofluorescence a été effectuée sur le tibialis anterior situé sur la patte arriere.

La bungarotoxine est une protéine neurotoxique qui se lie de maniére irréversible sur les
récepteurs a 1’acétylcholine (AChR). Elle est ici utilisée, couplée a un fluorochrome, pour
analyser la distribution des récepteurs a 1’acétylcholine. Le parametre mesuré est la surface du
signal produit par la bungarotoxine. La coloration simultanée de I’ADN par le DAPI permet
de plus la visualisation et le comptage des noyaux cellulaires des muscles situés sous la
jonction. Ces deux parametres, surface de récepteurs et nombre de noyaux, diminuent lorsque
les jonctions neuromusculaires perdent leur fonctionnalité. La Figure 24 montre qu’il n’y a
pas de différence entre les souris contréles et les souris mutantes mosaiques, ni dans la surface

que recouvre les AChR, ni dans le nombre de noyaux par jonctions neuromusculaires.
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Figure 24 - Analyse des jonctions neuromusculaires sur des fibres musculaire du tibialis anterior.

(A) Des fibres musculaires du tibialis anterior de deux souris contrdles et deux souris mosaiques ont été individualisées et
analysées par immunofluorescence. (B) Détermination du nombre de noyaux par jonctions neuromusculaires pour les
souris controles (histogramme vert) et les souris mosaiques (histogramme rouge et blanc). (C) Détermination de la surface
en um? des récepteurs de I'acétylcholine (AChR) chez les souris contrdles et mosaiques. Moyennes +/- écart-type. 20
jonctions neuromusculaires ont été analysées par souris.
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Cette expérience indique que le défaut de déplacement ne proviendrait pas d’un probléme au

niveau des synapses des jonctions neuromusculaires.

En résumé, I’inactivation de Ncl dans le SNC provoque chez les souris mosaiques une
hypoplasie du cervelet dans lequel la quantité de NCL est réduite de deux fois. Cette
inactivation ne modifie pas la masse corporelle et n’affecte pas la structure des jonctions

neuromusculaires.

4.2.3 Effet de l'inactivation de Ncl sur le comportement des
souris mosaiques.

Dans I’objectif de caractériser d’une maniére plus quantitative les anomalies de comportement
observées, plusieurs tests ont été réalisés sur des souris contrdles NclI*’*; Nestin-Cre(FT) " et

mosaiques NcI*™* ; Nestin-Cre (FT)*".

4.2.3.1 La perte d’'un allele de Ncl dans le cerveau réduit l'activité
exploratoire.

Ce test consiste a suivre les déplacements de la souris dans 1’exploration d’un nouvel espace a

sa disposition.

Le logiciel d’analyse fournit une carte de densité de présence traduite par des variations de
couleurs. La Figure 25 est une synthése des résultats obtenus par chacune des sept souris

contrdles et huit souris mutantes testées.

Les cartes obtenues indiquent que les souris contrdles explorent 1’ensemble de 1’espace
disponible tandis que la majorité des souris mosaiques passent leurs temps dans les coins et
contre les parois, une tendance appelée thigmotaxie. Toutefois, une variation au sein du
groupe mutant est visible puisque trois animaux sur huit ont un comportement similaire aux

contréles alors que d’autres ne bougent que trés peu hors des coins.
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Figure 25 — Evaluation des déplacements des souris contrdles et mutantes dans I'exploration d’un nouvel espace. Test de
I'open field.

Chaque carré correspond a une vue de dessus des déplacements d’une souris pendant 20 minutes. Les couleurs donnent
une carte de densité de présence : les zones grises sont inexplorées tandis que les zones bleues, turquoises, jaunes et
rouges sont des zones respectivement de plus en plus explorées au cours du temps. Sept souris contrbles (gauche) et de
huit souris mosaiques (droite) sont testées.

Pour quantifier les mouvements de chaque groupe de souris, la surface disponible est
subdivisées quatre zones (Figure 26A) : les coins, les milieux latéraux, le centre, les murs. Le
nombre de visites (Figure 26B) et le temps passé (Figure 26C) dans chacune des zones sont
calculés. Les souris mosaiques visitent peu les zones définies : elles ont tendance a rester
contre les murs et dans les coins (Figure 26C). Leur activité exploratoire est deux fois moins
¢élevée que les contrdles. Cela peut s’expliquer soit par des problémes moteurs, soit par des

problémes de stress et d’appréhension d’un nouvel environnement.
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Figure 26 —Analyses du test de I'open field.

(A) Vue du dessus de la surface disponible, divisée en quatre zones : les coins (blanc), le centre (noir), les milieux latéraux
(gris), les « murs » marqués par deux lignes noires tout autour de la boite. (B) Nombre des visites de chaque zone. (C) Durée
en seconde passée dans chaque zone par les souris des deux groupes. Les données sont les moyennes +/- écart-type. Sept
souris controles (vert) et huit souris mutantes (blanc et rouge) ont été testées.

Ces différences de mobilité sont caractérisées notamment par la distance moyenne parcourue
au cours des vingt minutes de test. Les souris NcI*™” ; Nestin-Cre (FT) ™~ parcourent une
distance deux fois plus faible que celle des contrdles (~20 m vs ~40 m) (Figure 27 B). Cela
est di & la fois & une vitesse de déplacement plus lente (6 cm.sec™ vs 8 cm.sec™) (Figure 27A)

et un temps passé a se déplacer plus court (300 sec vs. 500 sec) (Figure 27C).
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Figure 27 - Caractéristiques des mouvements des souris contréles et mosaiques dans I’open field.

(A) Distance parcourue en cm par sept souris contréle (histogramme vert) et huit souris mosaiques (histogramme rouge et
blanc). (B) Vitesse moyenne en cm/s. (C) Durée cumulée en mouvement. Chaque histogramme est une moyenne +/- écart-
type.

Ce premier test indique que les souris mosaiques ont une activité exploratoire réduite et des

déplacements perturbés, moins rapides que les souris controles.

4.2.3.2 Les souris mosaiques ne sont pas anxieuses.

Le test dure cing minutes et permet d’évaluer 1’anxiété et 1’activité locomotrice des souris en
observant leur comportement exploratoire dans un environnement avec obscurité et lumiére
(Figure 28A), sources de faibles stress. De maniere innée, les rongeurs ont une aversion pour
les zones illuminées et en méme temps ont un comportement spontané d’exploration face a un

nouvel environnement.

Une premiere observation est que les souris mutantes mettent en moyenne deux fois plus de
temps (100 sec vs 50 sec) que les souris controles avant d’aller visiter la partie sombre (Figure
28B). De plus, elles passent moins de temps dans cette zone (75 sec vs 200 sec) et y
retournent peu (1 fois vs 5 fois) (Figure 28C et D).
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Figure 28 — Evaluation de I’anxiété et du comportement exploratoire des souris contrdles et mutantes. Light & dark box.
(A) Vue de dessus du dispositif. L'espace disponible est composé d’une zone éclairée et d’une zone dans I'obscurité. Une
ouverture permet le passage de la souris entre les deux zones. (B) Durée en seconde, avant la premiére visite dans la zone
d’ombre. (C) Durée cumulée en seconde passée dans la zone d’'ombre. (D) Nombre d’entrées d’entrée dans la zone
d’ombre. Chaque histogramme est la moyenne +/- écart-type des souris controles (vert) et mosaiques (rouge et blanc).

L’ensemble de ces résultats confirme qu’une inactivation de Ncl affecte le comportement
exploratoire des souris mosaiques. Le temps de latence important avant I’entrée dans la zone
obscure et la courte durée de présence dans cette zone semblent indiquer que leur anxiété est
plus élevée que les souris contrdles. Ce serait essentiellement des problemes moteurs qui

modifieraient leur comportement exploratoire.

4.2.3.3 La perte d’'un allele de Ncl dans le cerveau affecte force et
coordination.

Le test de la barre horizontale évalue d’une maniére combinée la coordination et la force
d’agrippement de la souris. Il permet ainsi de détecter des anomalies dans les fonctions
neuromusculaires. Ce test consiste a faire agripper la souris par les pattes avant sur une barre

métallique horizontale. Le score obtenu est proportionnel a la durée passee accrochée a la
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barre et & leur capacité a atteindre une des extrémités (Figure 29A). Les souris mutantes ont
un score inférieur (2,8 vs 4,9) aux souris controles. Ces résultats signifient qu’elles ont des
problémes de force et de coordination (Figure 29B) mais ce test ne permet pas de distinguer
I’une de I’autre. L’utilisation d’un dynamometre ou d’une série de poids croissants permettrait
de mieux mesurer la force. Comme observé précédemment, les performances des souris

mosaiques sont plus hétérogenes, cela traduit un degré d’atteinte différent selon les individus.

A B
6
Tempsens| Score
5
1a5 1
6310 2 “
11420 3 o 34
3
21430 4 P
> 30 5
14
Extrémité 5
o J T
Nl +/+ Nl +/fl/A
Nestin-Cre(FT)*- Nestin-Cre(FT)*-

Figure 29 — Paramétres et analyse du test de la barre horizontale.
(A) Table de correspondance entre le temps de réalisation du test et le nombre de points attribué. (B) Comparaison des
scores entre souris contrdles (vert) et mutantes (rouge et blanc). Les histogrammes représentent les moyennes +/- écart-

type.

4.2.3.4 L’équilibre des souris mosaiques est atteint.

Le test des barres paralleles évalue la coordination motrice et 1’équilibre de chaque animal.
Les résultats obtenus en Figure 30 montrent que les souris mosaiques échouent trés souvent a
ce test (7 échecs vs 0 échec) (Figure 30A), elles passent plus deux fois de temps sur les barres
que les contréles (33 sec vs 16 sec) (Figure 30B), et ne parcourent qu’une faible distance (12
cm vs 42 cm) comparées aux souris contrdles. Une souris mosaique seulement a atteint une
des extrémités. Le test met bien en évidence les défauts d’équilibre et de coordination que
nous avions observés dans les cagées. De plus, la variation phénotypique entre les animaux

mosaiques est a nouveau mise en évidence.
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Figure 30 — Analyse du test des barres paralléles.

(A) Nombre de réussites (violet) et d’échecs (noir) pour les souris controles (droite) et mosaiques (gauche). (B) Temps
moyen en secondes passé sur les barres paralleles par les souris contrdles (histogramme vert) et mosaiques (histogramme
rouge et blanc). (C) Distance moyenne en centimeétres parcourue sur les barres par chaque groupe. Moyennes +/- écart-

type.
Tous ces résultats confirment qu’une diminution de NCL dans le SNC affecte 1’équilibre, la

coordination et la force d’agrippement des souris concernées.

4.2.3.5 La démarche des souris mosaiques est altérée

Le test des empreintes permet d’avoir des indications sur la démarche d’une souris. Les
empreintes, faites avec de la peinture sur une feuille de papier, sont analysées et plusieurs
parameétres sont calculés. La Figure 31 montre deux séries d’empreintes représentatives
respectivement de souris NcI**; Nestin-Cre (FT)"" et de souris NcI™"* : Nestin-Cre (FT)*".
Le test et les analyses sont réalisés sur dix souris controles et neuf souris mutantes. Bien que
la longueur du pas soit identique pour les deux groupes de souris, les souris mosaiques ont
une largeur d’appui plus importante. De plus, ces souris ont un coefficient d’alternance de
0,17 vs 0,1 ce qui indique que la démarche n’est pas réguliérement alternée. Quant a la mesure
du mouvement linéaire, celle des souris mosaiques est Iégérement plus élevée que celle des

souris contr6les, signifiant une tendance a un mouvement sinueux.
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Figure 31 — Analyses par empreintes de la démarche de souris contrdles et mutantes.

L’'empreinte de gauche est représentative d’une souris Nc/ +/J'; Nestin-Cre (FT) *" et celle de droite d’une souris Nc

|:| Nt /A Nestin-Cre(FT)+/ B

/+/fI/A_

Nestin-Cre (FT) ' Le profil de chacune des empreintes est caractérisé par la longueur du pas, la largeur de la démarche, le
coefficient d’alternance et le mouvement linéaire. Les histogrammes représentent les moyennes +/- écart-type.
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L’ensemble des résultats obtenus démontrent que la perte de fonction d’un seul alléle du géne
Ncl provoque un phénotype relativement sévere. Le phénotype est présent chez toutes les
souris mutantes mais avec des degres différents. L’origine de cette variabilité est peut-étre le
degré de mosaicisme. Ces souris présentent une diminution de la production de la nucléoline,
une hypoplasie du cervelet, une diminution d’activité exploratoire, une perte de leurs
capacités motrices, en particulier une mauvaise coordination. Elles présentent aussi des

tremblements qui n’ont pas été quantifiés.

4.2.4 Effet _de l'inactivation de Ncl sur le cervelet en
développement.

Chez les souris de la lignée « NCL Nestin-Cre (FT) » les anomalies comportementales
débutent au cours de la deuxiéme semaine apres la naissance, période pendant laquelle le
cervelet termine son développement. Le cervelet est composé d’un vermis central avec des
hémisphéres latéraux. Il est subdivisé en une série de lobes trés élaborés séparés par des
fissures. Trois types de neurones sont caractéristiques de ces structures: les cellules
granulaires, les cellules de Purkinje et les neurones profonds. Les lobes se mettent en place
pendant les deux premiéres semaines apres la naissance, ce qui s’accompagne d’une
abondante prolifération des précurseurs des cellules granulaires dans la zone germinale
externe (Leto et al., 2015). Ces cellules migrent ensuite vers I’intérieur du cervelet. Comme
les souris mosaiques présente une hypoplasie de cet organe, nous avons voulu savoir quelle
anomalie cellulaire pourrait expliquer ce phénoméne. La prolifération, la migration et une

mort cellulaire anormale peuvent expliquer le défaut des cellules granulaires.

Pour cela, des injections de bromodésoxyuridine (BrdU) ont été réalisées chez des souriceaux
de onze jours (P11). Le BrdU, un analogue de la thymidine, s’incorpore uniquement dans
I’ADN des cellules en cours de réplication pendant la phase S, a la place de la thymidine. Des
immunomarquages sur des coupes de cerveaux d’animaux ayant recu le BrdU, permettent
d’identifier les cellules en cours de prolifération. La Figure 32 illustre le détail d’un lobule du
cervelet d’une souris controle et d’une souris mosaique. Les images sont obtenues par

microscopie confocale.
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Nei **: Nestin-Cre (FT)*/ Nor*MA. Nestin-Cre (FT)*

Figure 32 — Coupes confocales dans un cervelet de souriceau a P11 sauvage (A-D) ou mosaique (E-H).
AetE:DAPI, BetF:BrdU, Cet G: Ncl, D et H: superposition. Barre = 40 um

Le cervelet de la souris NcI™"4; Nestin-Cre (FT)"" présente une structure plus anarchique et
les cellules marquées au BrdU semblent moins nombreuses, dans la zone germinale externe,
que chez la souris contréle. Le marquage anti-NCL est diffus et doit étre a améliorer car il

n’est pas dans le nucléole comme attendu.

L’inactivation d’une copie du géne Ncl provoque dans le cervelet une diminution de la
guantité de NCL, comme vu par western blot, associée a une perturbation de la structure
cellulaire des lobes. De plus, les cellules en prolifération semblent moins nombreuses et
localisées de maniere dispersée dans les lobes. Ceci suggére que la quantité de NCL est une
variable cruciale pour le contrble de la prolifération de ces cellules. La structure cytologique

moins réguliere de la zone germinale externe des mutants suggere un défaut de migration.

4.3 Etude de l'inactivation de Ncl dans les premiers
stades de développement de I'’embryon

L’absence de souriceaux KO homozygote pour Ncl, méme mort-nés, nous a incités a
identifier le point du développement pour lequel I’absence du gene devient critique. Deux

approches complémentaires ont ét¢ adoptées. L’une consiste a analyser les génotypes
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d’embryons a plusieurs stades de la gestation, et I’autre a suivre le développement précoce in

vitro. L’¢état de nos travaux relatifs a la seconde approche est présenté ci-apres.

La culture d’embryons in vitro permet d’atteindre le stade blastocyste (E4,5). A priori les
transgenes Nestin-Cre ne s’expriment pas a ces stades. C’est pourquoi nous avons choisi de
contrdler ’expression de Cre avec le tamoxiféne en utilisant le transgéne CreER™. En
pratique, 1’ovulation des femelles est déclenchée et synchronisée par injection d’hormones.
Les femelles sont mises en accouplement, celles qui ont été fécondées sont sacrifiees a E1,5.
Les embryons au stade deux cellules sont prélevés et mis en culture dans différentes

conditions expérimentales décrites dans le Tableau IX.

Tableau IX - Conditions expérimentales pour la culture d'embryon +/- 1uM 4-OHT

Génotype des embryons | NcI** CreER™*" | NcI"™ CreER™ ™" | NcI™™ CreER™*"

Concentration en uM de
4-OHT pendant 24 h

Nombre d’embryons par
condition

>
I
w
>
I
w

n= n= n= n=

La Figure 33 montre le développement des embryons au cours du temps selon leur génotype.
En Dl’absence de 4-OHT, les embryons se développent normalement jusqu’au stade
blastocyste, bien visible dans les colonnes trois et cing de la figure. En présence de 4-OHT
1uM pendant les 24 premicres heures de culture, I’ensemble des embryons meurent entre
E3,5 et E4,5 en formant des amas dans lesquels les cellules meurent. Etant donné que méme
les embryons controles meurent, la concentration et/ou la durée d’exposition au 4-OHT
semble trop importante pour les cellules. A titre de comparaison, un calcul grossier
considérant une souris de 25g et une dose de tamoxiféne injectée de 5mg donne une
concentration de tamoxiféene d’environ 530 puM, en posant I’hypotheése que le tamoxifene
diffuse de maniére homogeéne dans toute la masse de la souris. Ce calcul est peu informatif
puisque ce n’est pas le tamoxiféne, mais son métabolite le 4-OHT, qui est la substance active
sur la recombinase CreER ™. Nous reconduirons ces expériences de culture d’embryons avec
une modification majeure. Les embryons posséderont en plus du Ncl et du transgéne
exprimant Cre, le transgene rapporteur Rosa-CAG-LSL-tdTomato-WPRE. Ce transgéne
permet 1’expression de la protéine fluorescente tomato conditionnée par ’excision d’une
cassette stop flanquée de site loxP. Il nous permettra de visualiser les embryons dans lesquels
CreER'™ est active et nous facilitera la détermination des doses minimales de 4-OHT a

utiliser.
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Figure 33 - Culture d'embryons de différents génotypes +/- tamoxiféne 1uM.
Les embryons sont observés du stade deux cellules (E1,5) au stade blastocyste (E4,5).

~ 112 ~



Discussion




La nucléoline est une protéine ubiquitaire et multifonctionnelle. Son réle est étudié dans un
contexte pathologique humain : cancers, maladies neurodégénératives, et méme infections
virales (Abdelmohsen and Gorospe, 2012; Berger et al., 2015). Ces études sont souvent
descriptives et lorsqu’il y a une démarche expérimentale elle est toujours mise en ceuvre sur
des modéles cellulaires en culture. L’objectif de ce projet était de générer et de caractériser le
premier modéle murin permettant 1’inactivation (KO) conditionnelle du gene Ncl. Ce modéle
autorise, entre autre, 1’étude de Ncl au cours du développement, indispensable pour compléter
les connaissances acquises sur des modeles plus simples. 11 permet aussi d’étudier
I’implication de NCL lors des processus pathologiques, par exemple la néovascularisation

tumorale.

1. Latransmission germinale de la délétion est un événement rare.

Une stratégie classique pour étudier I’effet d’une mutation conditionnelle médiée par le
systeme Cre-LoxP chez la souris consiste a obtenir des animaux porteurs de la mutation a
I’état hétérozygote, puis a la génération suivante, des animaux homozygotes. Cette approche a
par exemple été utilisée avec succes pour étudier les fonctions du gene codant TIF-IA, une
protéine qui intervient avec NCL dans la régulation de la transcription par I’ARN polymérase
I. Pour obtenir des animaux hétérozygotes, la recombinaison induite par Cre doit avoir eu lieu
dans la lignée germinale pour étre transmise & la descendance. Dans ce projet, les
constructions Nestin-Cre et Nestin-Cre(FT), ont été utilisées pour exprimer Cre dans la lignée
germinale des souris mutantes conditionnelles pour Ncl et ainsi créer 1’invalidation. Ces
constructions ont en effet en commun d’utiliser, pour contréler I’expression de Cre, un
promoteur dérivé de celui du gene Nestin de rat. Ce promoteur permet une bonne expression
de la recombinase dans le systeme nerveux des le jour E10,5. Il autorise aussi une expression

dans de nombreux autres tissus, a des niveaux variables mais globalement faibles (voir

http://www.informatics.jax.org/allele/key/6206). En présence de ces transgenes, une activité
recombinogene est détectée entre autres dans le systeme reproducteur, rendant ces transgéenes
utilisables pour permettre la production de gametes mutants chez les animaux. Ainsi avons
nous, dans un projet différent visant a étudier le role de la protéine PC4, utilisé avec succes

les souris Nestin-Cre(FT) pour induire la transmission germinale de la délétion.

La transmission de 1’alléle délété Ncl* par la lignée germinale signifie que les embryons issus
de ces gametes sont mutants dans toutes leurs cellules. A contrario, une souris sera mosaique

si la délétion a lieu dans seulement une partie des cellules, au gré de 1’expression du transgene
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codant Cre. Un moyen d’étre slirs que cette transmission germinale a licu est de verifier
I’absence de Cre dans les embryons présentant une délétion.

IV n'a été identifié : et ceci dans tous les

Une premiéere observation est qu’aucun embryon Nc
types de croisements dans lesquels nous pouvions en attendre. L’absence d’embryon
Ncl** indique qu’un KO homozygote de Ncl est incompatible avec le développement in utero
ou que ces embryons ne sont jamais congus car les gamétes porteurs de 1’allele délété ne sont
pas produits. Nous avons des arguments pour réfuter cette derniére hypothése. Tout d’abord,
nous savons grace a un projet différent que la recombinaison fonctionne dans la lignée
germinale lorsque ’on utilise le transgéne Nestin-Cre (FT) (Swaminathan et al., 2016) et
surtout nous avons obtenu sept souriceaux mort-nés Ncl*4 et NcI™ qui ne possédaient de
transgéne Nestin-Cre. Il convient probablement d’ajouter a ces sept souriceaux, neuf
souriceaux de génotype Ncl*’4 Nestin-Cre®, pour lesquels Ialléle flox n’est pas détecté. Les

gamétes Ncl” sont donc produits & une fréquence que nous ignorons et I’absence d’animaux

Ncl* indique que 1’absence totale de Ncl n’est donc pas viable.

Ces résultats ne sont pas surprenants et sont en accord avec le fait que NCL est requise pour la
prolifération et la survie cellulaire dans des cellules de poulet (Storck et al., 2009) et des
fibroblastes humains (Ugrinova et al., 2007). Ils sont egalement en accord avec les résultats
obtenus par I’invalidation d’autres génes qui jouent un rdle lié aux fonctions de NCL. Par
exemple, le KO de Tif-1A, un facteur de transcription de I’ARN polymérase I (RNAPI), est
incompatible avec le développement, qui avorte autour du jour E9.5 (Yuan et al., 2005). TIF-
IA joue un role important dans I’initiation de la transcription par RNAPI (Zhao et al., 2016).
TIF-1A associé avec RNAPI, interagit avec le complexe SL1 comprenant TBP (TATA box
Binding Protein) au niveau du promoteur des genes ribosomiques. Il participe ainsi a la
formation du complexe de pré-initiation. UBF (Upstream Binding Factor) est autre facteur
participant a la formation de ce complexe, et I’invalidation d’Ubf entraine la mort des
embryons mutants homozygotes au stade morula (Hamdane et al., 2014). Notre équipe a
montré que la répression de I’expression de Ncl par RNAIi provoque une diminution du

recrutement d’UBF au niveau de la chromatine des génes ribosomiques.

La différence entre les invalidations de Ncl, d’Ubf et TIF-1A, est que 1’état hétérozygote de
Ncl s’accompagne d’effets phénotypiques importants contrairement aux mutants nuls
hétérozygotes d’Ubf et TIF-IA qui ne présentent aucun phénotype particulier en terme de
développement, de pathogenese, de fertilité. (Yuan et al., 2005; Parlato et al., 2008; Hamdane
et al., 2014). Les souriceaux KO hétérozygotes meurent tous a la naissance, ou méme avant.

Ceci indique que la présence des deux alleles fonctionnels de Ncl est requise pour le
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développement prénatal normal et pour la viabilité post-natale. La cause de I’intolérance a
I’haploinsuffisance de Ncl reste a déterminer. Des analyses histologiques et moléculaires des
embryons au cours du développement apporteront des réponses. On peut penser que la plus
grande dépendance vis-a-vis de Ncl est liée aux multiples fonctions de Ncl, tandis qu’Ubf et

Tif-1A ont un réle plus circonscrit dans la régulation de I’expression des génes ribosomiques.

2. L’inactivation totale de Ncl dans le systéeme nerveux central
provoque une anencéphalie.

Il existe une nette différence de développement entre deux groupes de souriceaux, tous mort-
nés. Les individus du premier groupe, de génotype Ncl™?; Nestin-Cre*", se développent tout
en étant anencéphaliques: le crane de ces souriceaux contient du sang et du liquide
céphalorachidien. Cela peut s’explique par le fait que les cellules du cerveau subissent un KO

IA/A

total des deux alleles (Ncl™") dés que la recombinase s’exprime (vers E10), or les cellules

dépourvues de nucléoline ne sont pas viables.

Les individus du second groupe, de génotype NcI™: Nestin-Cre™ et NcI™™; Nestin-Cre* ",
semblent se développer normalement jusqu’a leur mort périnatale : a I’examen visuel lors de
la nécropsie, leur cerveau parait sans anomalie. L’étude détaillée du systéme nerveux central
de ces mutants n’a cependant pas été réalisée, aussi nous ne pouvons pas conclure sur une
éventuelle anomalie dans cette structure. Il y a tout lieu de croire que le développement du
cervelet est anormal, comme constaté chez les souris mosaiques qui présentent une hypoplasie
de cet organe. La cause de la mort de ces souriceaux reste inconnue. Un défaut pulmonaire

pourrait expliquer cette inadaptation a la vie extra-utérine.

3. Le niveau d’expression de Ncl est critique pour le développement
du systéme nerveux.

Les souris mosaiques Ncl*™"* Nestin-Cre* sont les seules souris portant la délétion & étre
viables. Ces souris vivent jusqu’a I’dge adulte, avec une croissance et un poids normaux.
Chez ces souris, seules certaines cellules subissent la délétion en fonction de 1’expression de
Cre. L’expression de Nestin-Cre est maximale dans le systéme nerveux, et par consequent, le

taux de cellules affectées aussi ce qui explique que les souris y présentent un défaut. Le
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cervelet est la structure qui semble la plus atteinte (Figure 22, Figure 32): elle apparait
hypoplasique et désorganisée cytologiquement et histologiquement. La plus grande sensibilité
du cervelet pourrait s’expliquer par la trés forte cellularité de cette structure. En effet les
différents neurones du cervelet représentent les trois quarts du nombre total de neurones du
cerveau (Stackman, 2005). La tres forte prolifération de ces cellules, en particulier des
précurseurs des cellules granulaires durant les premiers jours post-nataux, requiert
probablement la présence de quantité non limitante de NCL. En effet, de nombreuses études
ont montré une corrélation entre prolifération et quantité de NCL (Durut and Saez-Vasquez,
2015). Par ailleurs, la réduction expérimentale de NCL s’accompagne de I’arrét de la
prolifération (Ugrinova et al., 2007; Storck et al., 2009). Aussi, il est possible que les
précurseurs des cellules granulaires soient les plus affectées par 1’inactivation de Ncl chez ces
souris. Nos résultats préliminaires qui montrent une baisse sensible de la prolifération a P11
vont en ce sens (Figure 32). A ce stade de nos investigations, des défauts moins visibles dans
le reste du cerveau ne peuvent pas étre exclus et seront a rechercher d’une maniére

systématique.

Les phénotypes comportementaux anormaux observés chez les souris mosaiques sont
probablement dus a 1’hypoplasie du cervelet que nous observons. En effet, le cervelet est un
centre majeur de la coordination motrice du systéeme nerveux central. Il est également
impliqué dans d’autres fonctions comme les processus d’apprentissage, les comportements
affectifs et émotionnels, le sommeil et I’attention (Becker and Stoodley, 2013). Afin de
confirmer que les cellules granulaires sont principalement atteintes par I’haploinsuffisance de
Ncl, nous envisageons de créer des mutants conditionnels qui n’exprimeraient pas Ncl dans

ces cellules en utilisant le transgéne Otx2Cre-ER™ (Fauquier et al., 2014).

Le Tableau X ci-aprés résume les effets observés au cours du développement.
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Tableau X - Tableau récapitulatif des effets observés suite a l'inactivation de Ncl au cours du développement.

Le génotype indiqué pour les zygotes ne tient pas compte de I'action de la recombinase Cre. Le point d’interrogation
indique que le systéme nerveux central est présent mais n’a pas été analysé dans le détail ; croix rouge = non/absence ;
trait vert = oui/présence.

Gaméte + + + fl + A fl fl fl A A A
Ncl
Zygote t/+ +/fl +/A fi/l fi/A A/A
Ncre + - + - + - + - + - + -
fl/fl fl/fl
fl
Génotype +/+/A ou fl/A ou fl/A
R EVAS VA ouw ] +/a | +/a | oua/a | I/t ouna/a | fI/A | AJA | A/A
corps b i
Mosaique f g
Mosaique Mosaique
Génotype
cerveau | T/ /| A A HA L HAL AN AL AN A AJA | A/A
Dévelop-
pement v v v v v v , , L, » . .
embryon-
naire
Viabilité v 4 v v x| x x v x x « «
Systéme . ) )
n‘(lerveux 4 v |Hypoplasie| | > | Anence- | | Anence- |, < <
cervelet phalie phalie
central

4. Laperte d’un allele Ncl est tolérée chez I’adulte.

L’étude pilote sur I’induction de la délétion dans les stades précoces du développement n’a
pas €té concluante. Etant donné que tous les embryons, méme les contréles, sont morts avec
1uM de 4-OHT, la toxicité du 4-OHT sur les cellules serait la cause de leur mort. Donc, soit
la concentration est trop importante, soit la durée de contact est trop longue. Trouver les
conditions expérimentales optimales permettrait d’identifier le stade auquel les embryons

Ncl¥* meurent et si les embryons NcI™

se développent normalement. De méme, 1’analyse de
la cholestérolémie des mutants induits par le tamoxiféne s’est heurtée aux effets non-
génomiques de cette drogue, qui par elle-méme induit des perturbations métaboliques et une
chute du taux de cholestérol (Dnistrian et al., 1993). Ces analyses pourront étre tentées a
nouveau chez les souris Nestin-Cre, en particulier dans le cerveau pour pouvoir se passer de
I’utilisation du tamoxiféne. Nous mettons en place d’autres modeéles de souris transgéniques
qui permettraient de localiser 1’expression de la recombinase et d’évaluer le taux de

recombinaison. Ces souris portent le transgéne rapporteur Rosa-CAG-LSL-tdTomato-WPRE

codant la protéine fluorescente Tomato. Dans cette construction, le cadre de lecture de
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Tomato est interrompu par une cassette stop floxée. La délétion de cette cassette par Cre

permet I’expression de Tomato.

L’utilisation du systéme de recombinase Cre inductible par le tamoxiféne a montré que
I’inactivation des deux alleles de Ncl est létale chez les souris adultes. La mort des souris
mutantes survient 3 a 4 jours apres la derniére injection de tamoxiféne, suite a une perte
catastrophique de poids. A ce stade des expériences, le mécanisme induisant la mort des
souris adultes n’est pas expliqué et il est difficile de spéculer tant les mécanismes cellulaires
impliquant NCL sont nombreux. Suite 4 I’activation de CreER?, Ncl est rapidement délété et
la quantité de NCL chute séverement dans les organes. On peut supposer que la quantité de
protéine restante n’est pas suffisante pour assurer le maintien en vie des cellules. En effet,
NCL étant notamment impliquée dans la synthése des ribosomes, éléments indispensables
pour la production des protéines, quand elle n’est plus produite, la synthése protéique n’a
probablement pas lieu faute de ribosomes et la cellule meurt. On pense que les cellules a
renouvellement rapide sont les plus touchées puisque la prolifération est liée a la quantité de
NCL. Parmi ces cellules il y a celles de I’épithélium intestinal, ce qui pourrait expliquer la
perte de poids. Les résultats obtenus avec I’inactivation ubiquitaire et totale chez 1’adulte sont
cohérents avec nos études au cours du développement dans lesquelles aucun embryon KO n’a
été observé. De méme, le KO de Ncl dans le cerveau provoque la naissance de souriceaux
anencéphaliques. L’absence de nucléoline dans les cellules est donc incompatible avec la
prolifération.

En revanche, la perte d’un seul alléle chez les adultes hétérozygotes Ncl™™ n’engendre aucune
anomalie détectable par nos protocoles. Bien que la délétion soit présente jusqu’a au moins 22
jours apres le début de I’expérience, les souris survivent. Une supposition serait qu’un
mécanisme de compensation soit mis en place par les cellules. L’inactivation d’une copie du
géne serait compensée par 1’utilisation de la copie sauvage de maniere intensive pour la
transcription et/ou la traduction, tolérant la perte de fonction de I’autre alléle. Cette hypothese
est soutenue par nos résultats de western blot (Figure 18) qui vont en ce sens puisque la
guantité de NCL reste stable au moins dans le foie. Nous devons confirmer toutefois ces

résultats dans d’autres organes.
D’une maniére étonnante, cette compensation ne semble pas exister dans le cerveau des souris
mosaiques Ncl*™* Nestin-Cre* puisqu’une diminution nette de la quantité de protéine est

observée (Figure 23). Il est possible que la régulation de la biogenése et de la degradation de
NCL ne soit pas identique dans tous les types cellulaires.
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5. Conclusion

Que ce soit chez I’adulte ou au cours du développement, I’inactivation totale de Ncl est Iétale.

La perte de fonction d’un all¢le, lorsqu’elle est induite chez 1’adulte, est tolérée. Induite au
cours du développement, elle permet, a une tres faible fréquence, le développement

embryonnaire de vrais mutants (i.e. non mosaiques : NcI™ ou Nel*2

) mais ne permet pas leur
viabilité. Cela suggére qu’il existe un mécanisme d’adaptation chez I’adulte qui ne serait pas
effectif pendant I’embryogenése. L’hypothése la plus simple serait que la régulation de
I’expression de Ncl est plus critique dans I’embryon, tandis que I’adulte pourrait supporter des

niveaux anormalement bas de NCL.

La perte d’un alléle Ncl sauvage chez les souris mosaiques est viable mais provoque une
hypoplasie du cervelet associée a des tremblements, des troubles du comportement

exploratoire, de 1’équilibre, de la coordination.

Nos résultats confirment le role essentiel de la nucléoline dans un modéle vivant. lls montrent
également que la régulation de I’expression de la nucléoline est strictement contrélée par un
mécanisme qui reste a déterminer, puisque la perte d’un seul all¢le n’est pas tolérable, a la
différence de la plupart des géenes (Wilkie, 1994; Huang et al., 2010).
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Annexe 1 - Développement embryonnaire de la souris.
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Annexe 2 — PCR de génotypage : parameétres et amorces utilisées

Amorce Séquence 5°- 3’ Dénaturation | Hybridation | Elongation clj\lombre
e cycles
Nucléoline
Lf4783 | GGAGTAGTACATAGTGAAACCTTGTCT 95°C 62°C 72°C 3
Er4784 | TCCTCCTCAGCCACACTCTTGGC 30 sec 30 sec 2 min
Ef4785 | GGGTACTGCATGTACATTCCCTC 95°C 62°C 72°C 35
Er4784 | TCCTCCTCAGCCACACTCTTGGC 30 sec 30 sec 1 min
Lf4788 | TTCCTTCCTTCCTTCCTTCCTTCTGC 95°C 62°C 72°C 24
Lr4789 | ACCCTGAAATAAGGAGACATGGCTTTC 30 sec 30 sec 1 min
Lf4786 | CTTCCTTCCTTCTGCAAGACAGTCG 95°C 62°C 72°C 34
Lxr4787 | CATACATTATACGAAGTTATCTGCAGGTC 30 sec 30 sec 1 min
Nestin-Cre
Cre 531 | CGATGCAACGAGTGATGAGG
Cre 819 | GCATTGCTGTCACTTGGTCGT 95°C 58°C 72°C -
CD8S | GGTGCATTCTCACTCTGAGTTCC 30 sec 30 sec 1 min
CD8AS | GCAGACAGAGCTGATTTCCTATGTG
Rosa-CreER™
R26F2 | AAA-GTC-GCT-CTG-AGT-TGT-TAT
95°C 62°C 72°C
R26R | GGA-GCG-GGA-GAA-ATG-GAT-ATG 20 15 30 35
sec sec sec
CreER | CCT-GAT-CCT-GGC-AAT-TTC-G
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Annexe 3 - Evolution du poids des souris des sous-groupes controles apres injection de tamoxiféene ou d’huile

% poids initial
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90

80

70
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Annexe 4 - Génotypes possibles des embryons pour un croisement Necl/%/A ; Nestin-Cre*” x Ncl'”* et fréquence de chaque
génotype selon si la délétion est présente ou non dans les gamétes.
Les génotypes écrits sont ceux du zygote avant toute action de la recombinase au cours du développement. Si 100 % des
gametes qui ont I'allele flox sont délétés, certains génotypes ne sont pas obtenus, ces derniers sont indiqués par des

astérisques.

Annexe 5 - Génotypes possibles des embryons pour un croisement Ner™/a ; Nestin-Cre*’” x Ncl’

Parent 1 Ncl*4 : Nestin-Cre*"
Parent ot;??;ﬁteerzent Ncl* Ncl* Ncl® Ncl® Ncl4 Ncl4
2 |P oroduits Nestin-Cre” | Nestin-Cre™ | Nestin-Cre” | Nestin-Cre™ | Nestin-Cre” | Nestin-Cre*
NC|+/+ NC|+ NC|+/+; NC|+/+; NC|+/ﬂ; NC|+/fI; NC|+/A;
Nestin-Cre” | Nestin-Cre™ | Nestin-Cre™ | Nestin-Cre™" Nestin-Cre™"
% embryons si
A absent des 25 % 25 % 25 % 25 % 0% 0%
gametes
% embryons si
A présent dans 25 % 25% 0-25%* 0-25%* 0-25% 0-25%
les gamétes

des génotypes selon si la délétion est présente ou non dans les gameétes.
Les génotypes écrits sont ceux du zygote avant toute action de la recombinase au cours du développement. Si 100 % des
gameétes qui ont l'alléle flox sont délétés, certains génotypes ne sont pas obtenus, ces derniers sont indiqués par des
astérisques.

1/f1

et fréquence de chacun

Parent 1 Ncl*™4 - Nestin-Cre*”
Parent pot;at‘irgﬁfaerient Nel*; Ncl*; Ncl™; Nel™; Ncl4; Ncl;
2 oroduits Nestin-Cre” | Nestin-Cre* | Nestin-Cre” | Nestin-Cre” | Nestin-Cre” | Nestin-Cre*
Nl 1/ Nel Nel*™; Nel*™; Nl Nl Ncl™4:
Nestin-Cre™ | Nestin-Cre*”" | Nestin-Cre™ | Nestin-Cre*”” | Nestin-Cre™
% embryons si
A absent des 25 % 25 % 25 % 25 % 0% 0%
gametes
% embryons si
A présent dans 25 % 25 % 0-25% * 0-25% * 0-25% 0-25%
les gameétes
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Annexe 6 - Répartition des génotypes possibles pour les embryons théorique pour un croisement Nel/%/a ; Nestin-Cre*™" x
Ncl’"A ; Nestin-Cre*"” et fréquence de chaque embryon

(A) Les génotypes écrits sont ceux du zygote avant toute action de la recombinase au cours du développement. (B)
Fréquence de chaque génotype possible. Si 100 % des gamétes qui ont I'alléle flox sont délétés, certains génotypes ne sont
pas obtenus, ces derniers sont indiqués par des astérisques

A

Parent 1 Ncl*™4 - Nestin-Cre*"
Parent 2 po?:rmztl?zm Ncl*; Ncl*; Nel™; Nel™; Ncl4; Ncl4;
ent produits Nestin-Cre Nestin-Cre Nestin-Cre~ | Nestin-Cre Nestin-Cre Nestin-Cre
Ncl*; Ncl*"*: Ncl*’*: Ncl*™: Ncl*™: Ncl*4;
Nestin-Cre” | Nestin-Cre” | Nestin-Cre™" | Nestin-Cre” | Nestin-Cre*" Nestin-Cre*"
Ncl*: Ncl*™*: Ncl*™*: Ncl*: Ncl*™: Ncl*4: Ncl*4:
Nestin-Cre* | Nestin-Cre*" | Nestin-Cre*’* | Nestin-Cre*" | Nestin-Cre*’* | Nestin-Cre™" | Nestin-Cre™*
Nclﬂ. NC|+/f|. NC|+/f|. NCIfl/fl. NCIfI/fI. NCIfl/A.
i Nestin-Cre” | Nestin-Cre” | Nestin-Cre™" | Nestin-Cre” | Nestin-Cre*" | Nestin-Cre”
Ncl : Nel™ Nel ™™ Ncl™- Ncl™™- NS
. +/- y ] ] ] ]
Nestin-Cre™ | \estin-Cre* | Nestin-Cre™” | Nestin-Cre*’* | Nestin-Cre*" | Nestin-Cre™’*
Ncl4: Ncl*4 Ncl4: Ncl¥4: Ncl¥4:
Nestin-Cre” Nestin-Cre™ | Nestin-Cre™ Nestin-Cre” | Nestin-Cre*"
Ncl: Ncl*4; Ncl ™4 Ncl¥4; Ncl¥4:
Nestin-Cre* | Nestin-Cre*" | Nestin-Cre*"* Nestin-Cre*” | Nestin-Cre*’*

B Génotypes % embryons si A % embryons si A présent

absent des gametes dans les gamétes
Ncl*’*; Nestin-Cre™ 6,25 % 6,25 %
Ncl*’*; Nestin-Cre*"
18,75 % 18,75 %

Ncl™*; Nestin-Cre**
Ncl™™; Nestin-Cre™ 12,5 % 0-125%*
Ncl™™: Nestin-Cre*’”
Ncl*™: Nestin-Cre*’*

37,5% 0-375%*

Ncl*4; Nestin-Cre*" 0% N
_37.5%
Ncl*’4; Nestin-Cre™’*
Ncl™™; Nestin-Cre™” 6,25 % 0-6,25%*
Ncl™™: Nestin-Cre*”
Ncl"™; Nestin-Cre™"* 16.75% 0-18,75%*
cI™™: Nestin-
Ncl™; Nestin-Cre™ 0-1250% *
0-375%*
0%
Ncl?; Nestin-Cre™ 0-6.25 %
Ncl¥; Nestin-Cre*" U
_18,75%
Ncl¥4; Nestin-Cre*"*
100%
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fi/f1

Annexe 7 - Répartition des génotypes obtenus lors de croisements Nc/ " x Nestin-Cre (FT) -

Croisement :
NCL"x Nestin-Cre(FT)""
Génotypes obtenus Nombre de naissances %
Ncl™™ ; Nestin-Cre(FT)" 43 42%
Ncl™™; Nestin-Cre(FT)*" 2 2%
Ncl™"4; Nestin-Cre(FT)*" 57 56%
Total 102 100%

Annexe 8 - Répartition des génotypes possibles des embryons pour un croisement Ncl" 7AIA ; Nestin-Cre(FT)"’ “x Nel™™ et

fréquence pour un chaque génotype.

(A) Les génotypes écrits sont ceux du zygote avant toute action de la recombinase au cours du développement. (B)
A Fréquence de chaque génotype possible. Si 100 % des gameétes qui ont I’allele flox sont délétés, certains génotypes ne sont

pas obtenus, ces derniers sont indiqués par des astérisques

Parent 1 Ncl™™4 - Nestin-Cre*"
Parent Gametes Ncl*; Ncl*; Ncl™: Nel™: Ncl4; Ncl4;
2 potepnrt(;gldtietrsnent Nestin-Cre” | Nestin-Cre* | Nestin-Cre” | Nestin-Cre” | Nestin-Cre” | Nestin-Cre*
NC|+ N?|+/+; B N-CI+/+; » N-C|+/fl; . N-Cl+lf|; . N-CI+/A; .
Al Nestin-Cre™ | Nestin-Cre ™ | Nestin-Cre™ | Nestin-Cre Nestin-Cre
NCI q NC|+/ﬂ; NC|+/ﬂ; NCIfI/fI; NCIfI/ﬂ; NCIfI/A.
Nel Nestin-Cre™ | Nestin-Cre*" | Nestin-Cre™ | Nestin-Cre*" | Nestin-Cre™
B Génotype % embryons si\ A % embryons si A\présent
absent des gametes dans les gametes
Ncl*’*; Nestin-Cre™ 12,5 % 12,5 %
Ncl*'*; Nestin-Cre*" 12,5 % 12,5 %
Ncl*™: Nestin-Cre™ 25 % 0-125%
Ncl*™; Nestin-Cre*" 25 % 0-125%
Ncl*4; Nestin-Cre*” 0% 0-12,5%
Ncl™™: Nestin-Cre” 12,5 % 0-125%*
Ncl™™: Nestin-Cre™" 12,5 % 0-125%*
Ncl™4; Nestin-Cre™ 0% 0-125%
_ 0% 0-125%
100%
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Annexe 9 - Répartition des génotypes obtenus lors de croisements Nc/" 7AIA ; Nestin-Cre(FT)+/ " x Nel*

Croisement
Ncl*"4 ; Nestin-Cre(FT)*" x NcI*/™
Génotypes obtenus Nomt_)re total de %
naissances

Ncl™*; Nestin-Cre(FT)™ 29 14%
Ncl*™*; Nestin-Cre(FT) *- 28 13%
Ncl*™: Nestin-Cre(FT)™” 54 25%
Ncl*™; Nestin-Cre(FT) *" 2 1%
Ncl*™4: Nestin-Cre(FT)*" 55 26%
Ncl*4; Nestin-Cre(FT)*" 6 3%
Ncl™: Nestin-Cre(FT)™ 23 11%
Ncl™™: Nestin-Cr(FT)*" 0 0%
Ncl™4; Nestin-Cre(FT)" 2 1%
11 5%

213 100%

Annexe 10 - Répartition des génotypes obtenus lors de croisements Ncl” /A/A ; Nestin-Cre(FT)+/ " x NcI/4 ; Nestin-Cre(FT)+/ B

Croisement
Ncl™4 - Nestin-Cre(FT)"" x NcI"4 ; Nestin-Cre(FT)*"
Naissances
Génotypes Nombre total %
Ncl™*; Nestin-Cre(FT)” 0 0%
Ncl**; Nestin-Cre(FT)" 5 23%
Ncl™™: Nestin-Cre(FT)” 1 5%
Ncl™™; Nestin-Cre(FT)" 0 0%
Ncl*4: Nestin-Cre(FT)* 12 55%

0
Ncl*4; Nestin-Cre(FT)* 2 9%
Ncl™: Nestin-Cre(FT)" 0 0%
0
1

Ncl™: Nestin-Cre(FT)* 0%
Ncl™; Nestin-Cre(FT)™ 5%

Ncl?4; Nestin-Cre(FT)™" 0 0%
Ncl¥; Nestin-Cre(FT)* 0 0%
22 100%
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Annexe 11 - Répartition des génotypes et nombre de mort-nés obtenus lors de croisements Nc/” /A/A ; Nestin-Cre(FT)+/ X
NcI”"A ; Nestin-Cre(FT)”

Croisement
Ncl*™4 : Nestin-Cre(FT)" x NcI*™4 ; Nestin-Cre(FT)*"
. Eggst;?cg: Yo mort-nés par | o ot nas pour
Génotypes Jont rapport au_nombre chague génatype
Total MOrt-nés total de naissances
Ncl**; Nestin-Cre(FT)” 0 0 0% 0%
Ncl™*; Nestin-Cre(FT)* 5 0 0% 0%
Ncl™: Nestin-Cre(FT)” 1 0 0% 0%
Ncl*™: Nestin-Cre(FT)* 0 0 0% 0%
Ncl™"4: Nestin-Cre(FT)* | 12 2 9% 17%
0 0 0% 0%
Ncl*™; Nestin-Cre(FT)* 2 2 9% 100%
Ncl™: Nestin-Cre(FT)" 0 0 0% 0%
Ncl™: Nestin-Cre(FT)* 0 0 0% 0%
Ncl™; Nestin-Cre(FT)” 1 1 5% 100%
1 1 5% 100%
Ncl?4; Nestin-Cre(FT)"" 0 0 0% 0%
Ncl?4; Nestin-Cre(FT)* 0 0 0% 0%
22 6 27%
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ECOLE PRATIQUE DES HAUTES ETUDES
Sciences de la Vie et de la Terre

ETUDE FONCTIONNELLE DE LA NUCLEOLINE CHEZ LA SOURIS
Mise en place et caractérisation d’'un modeéle Knock-Out conditionnel

Hélene Delage

Résumé

La nucléoline (NCL) est une protéine ubiquitaire (noyau, nucléole, cytoplasme, membrane
cellulaire), impliquée dans de nombreux processus cellulaires (transcription d’ADNTr,
biogenése des ribosomes, maturation des ARNr, métabolisme des ARNm, etc.). L’inhibition
expérimentale de 1’expression de NCL entraine 1’arrét de la prolifération et la mort cellulaire
par apoptose.

Bien que NCL soit largement étudiée au niveau fondamental et pour son implication dans de
nombreuses pathologies (cancers, infections virales, syndromes neurodégénératifs), de tres
nombreuses questions restent en suspens. Le laboratoire a initié la création du premier modele
murin d’inactivation conditionnelle de Ncl. La présente étude vise a caractériser les effets de
I’inactivation du Ncl par une stratégie Cre/loxP, chez 1’adulte et au cours du développement.

Une délétion dans les deux alleles du gene Ncl, induite de maniére quasi ubiquitaire chez des
souris adultes a I’aide d’une recombinase Cre activable, entraine chez les souris, une
diminution de I’expression de Ncl dans la plupart de leurs organes, une perte de poids trés
importante et une mort rapide. Nous n’avons pas pu déterminer le(s) mécanisme(s) menant a
la mort. Par ailleurs, I’état hétérozygote induit chez 1’adulte, semble dans nos conditions
expérimentales, viable. Ces résultats indiquent un besoin différentiel de NCL au cours du
développement et a 1’age adulte.

Nous avons aussi étudié le role de NCL dans le développement en invalidant Ncl grace au
transgéne Nestin-Cre exprimé fortement dans le systéme nerveux central. Il apparait que
seules les souris porteuses de la délétion a ’état mosaique (Ncl™™4) sont viables, tout en
présentant une hypoplasie du cervelet et des défauts comportementaux sérieux. La
transmission de Ncl”via la lignée germinale est rare. Les souris mutantes hétérozygotes se
développent in utero mais meurent de facon périnatale. Les souris KO dans le systéeme
nerveux central se développent mais sont anencéphaliques et mort-nées.

En conclusion, Ncl est vital chez I’adulte comme au cours du développement puisqu’aucun
mutant Ncl/* n’a été observé. Si les adultes survivent avec un seul alléle fonctionnel, cet état
d’haploinsuffisance entraine de sérieux troubles du développement.

Mots-clés : Nucléoline, modele murin, KO conditionnel, Cre/loxP, nestin, tamoxiféne,
systeme nerveux central
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