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Résumé 

FOXO3 est un facteur de transcription important pour la réponse au stress, la 

régulation de la différenciation et de la survie cellulaires qui a des effets neuroprotecteurs 

dans plusieurs modèles de maladies neurodégénératives, dont la maladie de Huntington 

(MH). Les effets neuroprotecteurs de FOXO3 sont cependant réprimés dans la MH par une 

activité anormale de Ryk, un récepteur Wnt important pour la neurogenèse. Cet effet est 

médié par une augmentation du domaine intracellulaire de Ryk (Ryk-ICD) qui se lie à la β-

caténine, un co-facteur de FOXO3, et perturbe l’activité transcriptionnelle de FOXO3. Les 

cibles et les mécanismes engagés par FOXO3 pour réguler l’homéostase des cellules 

humaines au cours de la différenciation et de la maintenance neuronales sont inconnus. 

L’objectif principal de ce travail est d’étudier les effets de la huntingtine mutée (mHTT) sur le 

répertoire des cibles directes humaines de FOXO3 à l’aide d’un modèle des phases 

développementales de la MH, à savoir des cellules souches neurales isogéniques (NSC-MH) 

dérivées de cellules souches pluripotentes induites. En préalable, nous avons étudié le mode 

de liaison du fragment Ryk-ICD au complexe FOXO3/β-caténine pour observer que ce 

fragment forme un complexe protéique avec FOXO3 et la β-caténine, ce qui suggère que le 

fragment Ryk-ICD est un co-régulateur de FOXO3 dans des conditions normales ou 

pathologiques. L’analyse des cibles directes de FOXO3 dans les cellules souches neurales 

qui expriment la huntingtine normale ou mutée, avec ou sans inhibition de RYK, montre une 

reprogrammation de ces cibles avec des pertes et des gains dans des voies de signalisation 

qui sont connues pour leur rôle dans la MH, notamment les voies de régulation de la 

prolifération cellulaire. Ces effets seraient favorisés par une plus forte liaison de FOXO3 

dans les régions promotrices et amplificatrices, et ils sont partiellement dépendants de Ryk. 

Ces résultats montrent que la régulation des gènes par FOXO3 est fortement modifiée dans 

les cellules qui expriment la huntingtine mutée et ils suggèrent un modèle dans lequel 

FOXO3 perd et gagne des propriétés biologiques qui au tout, pourraient favoriser la 

différenciation des neurones bien qu’ils soient fragilisés de façon constitutive par la 

huntingtine mutée. Ces résultats ouvrent la voie à une étude approfondie des mécanismes 

d’homéostase cellulaire sous contrôle de FOXO3 dans les neurones en différenciation et de 

leur impact sur l’activité des neurones adultes. Plus largement, ces résultats permettent de 

mieux comprendre la dynamique moléculaire de la MH et les effets de reprogrammation 

moléculaire sur la différenciation et l’activité neuronale. 

MOTS CLES : Maladie de Huntington, phases précoces, réponse adaptative, FOXO3, 

cellules souches humaines 
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Abstract 

 FOXO3 is an important transcription factor for stress response, the regulation of 

differentiation and cell survival that has neuroprotective effects in several models of 

neurodegenerative diseases, including Huntington’s disease (HD). The neuroprotective 

effects of FOXO3 in HD are repressed by abnormal signaling from the Wnt receptor Ryk. 

This effect is mediated by nuclear increase of the Ryk intracellular domain (Ryk-ICD) that 

binds to β-catenin, a co-factor of FOXO3, and disrupts the transcriptional activity of FOXO3. 

Targets and mechanisms involved by FOXO3 to regulate human cellular homeostasis during 

neuronal differentiation and maintenance are remain unknown. The aim of this work was to 

explore the effect of the mutant huntingtin (mHTT) on the repertoire of direct FOXO3 targets 

(F3Ts) using a model of developmental stage of HD, namely HD isogenic Neural Stem cells 

(NSC-MH) derived from Huntington’s Induced Pluripotent Stem cells. First we investigated 

the binding mode of the Ryk-ICD to β-catenin/FOXO3 complex to observe that this fragment 

forms a protein complex together with FOXO3 and β-catenin, suggesting that Ryk signaling 

is a co-regulator of FOXO3 under normal or pathological conditions. Analysis of direct 

FOXO3 targets in neural stem cells that express the normal or mutated huntingtin, with or 

without inhibition of RYK shows reprogramming of these targets with losses and gains in 

signaling pathways that are known to role in HD, including regulatory pathways of cell 

proliferation. These effects are promoted by a stronger FOXO3 link to the promoter and 

enhancer regions, and are partially dependent on Ryk. These results show that gene 

regulation by FOXO3 is heavily modified in cells expressing the mutant huntingtin and 

suggest a model in which FOXO3 can loose and gain biological properties that could 

promote neuronal differentiation although they are vulnerable constitutively by mutant 

huntingtin. These results open the way for a comprehensive study of cellular homeostasis 

mechanisms under the control of FOXO3 in neural differentiation and their impact on the 

activity of adult neurons. More broadly, these results provide insight into the molecular 

dynamics of MH and the effects of molecular reprogramming in differentiation and neuronal 

activity. 

 

KEY WORDS: Huntington Disease, early stage, adaptive response, neuroprotection, 

FOXO3, neural stem cells  
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Avant-Propos 

« Aujourd’hui, en France, plus de 850 000 personnes sont touchées par la maladie 

d’Alzheimer ou une maladie apparentée, plus de 150 000 sont touchées par la maladie de 

Parkinson et plus de 85 000 par la sclérose en plaques. La prévalence de plus d’un million 

de personnes malades en France et la gravité de l’impact de ces maladies sur la qualité de 

vie des personnes malades et de leurs aidants, imposent une forte mobilisation ».  

Ces phrases issues du plan Maladies Neurodégénératives mis en place en 2014 

démontrent l’importance des maladies neurodégénératives dans notre société. Ces 

pathologies sont caractérisées par un dysfonctionnement progressif dû à des conjectures 

sporadiques et/ou héréditaires. Parmi ces maladies, on trouve entre autre la maladie 

d’Alzheimer, la maladie de Parkinson, la sclérose en plaques, la sclérose latérale 

amyotrophique, la maladie de Huntington et des maladies à prion. On estime que ces 

maladies touchent plus de 7 millions de personnes en Europe. Etroitement lié au 

vieillissement de la population et à l’allongement de la durée de vie moyenne pour la plupart, 

le nombre de personnes atteintes devrait doubler tous les 20 ans. Il en coûte actuellement 

près de 130 milliards d’euros par an pour prendre soin des personnes atteintes à travers 

l’Europe, soulignant le fait que les maladies neurodégénératives liées à l’âge représentent un 

challenge médical et sociétaire auquel nous devons faire face. 

La recherche des causes et des mécanismes potentiels dérégulés dans les maladies 

neurodégénératives connaît un essor exponentiel encouragé par le développement de la 

génétique et des modèles d’études. Maladie neurodégénérative héréditaire, la maladie de 

Huntington est devenue un modèle d’étude pour comprendre la physiopathologie des 

maladies du cerveau associées à la production de protéines mal conformées et la 

physiopathologie de la neurodégénérescence.  

Bien que de nombreux processus aient été mis en évidence, notamment plusieurs en 

commun avec les maladies de Parkinson et d’Alzheimer, ceux déterminant la dynamique des 

processus de dysfonction et de neurodégénérescence nous sont encore inconnus. De plus, 

nous ne savons toujours pas comment le cerveau parvient à résister aussi longtemps à la 

production de protéines mal conformées. Est-ce au travers de protéines présentant une 

toxicité modérée ? Est-ce que le cerveau présente des capacités de compensation et de 

résilience considérable ? 

Il est donc important de comprendre quels sont les processus qui contribuent à la résistance 

neuronale et permettent aux neurones de faire face au stress induit par l’accumulation de 

protéines mal conformées. 
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La maladie de Huntington est une affection neurodégénérative à caractère 

autosomique dominant, caractérisée par des troubles moteurs, cognitifs et psychiatriques qui 

s’aggravent au cours du temps, jusqu’au décès, inévitable, de l’individu. Maladie rare, elle a 

un impact sociétal et humain conséquent. Bien que la mutation à l’origine de la maladie a été 

séquencée en 1993, il n’existe à l’heure actuelle aucun traitement. De nombreux groupes de 

recherche de par le monde étudient les mécanismes à l’origine de la maladie ainsi que les 

éventuels traitements qui pourraient, tout du moins, ralentir l’évolution de la maladie. 

Le but de ma thèse est de participer à l’amélioration de la compréhension des 

mécanismes biologiques et cellulaires dû à la présence de la huntingtine mutée. L’expansion 

de polyglutamines dans le gène qui code pour la protéine huntingtine est à l’origine de 

nombreux dysfonctionnements biologiques au travers notamment de la perturbation de 

l’interactome de la huntingtine et d’altérations transcriptionnelles ce qui peut conduire, entre 

autres à des altérations de l’autophagie, du transport axonal, de la fonction mitochondriale, 

de la transmission cortico-striatale ou encore la réponse au stress cellulaire.  

Notre hypothèse au sein du laboratoire est qu’il existerait un équilibre entre 

mécanismes compensatoires et protéotoxicité ; plus précisément, les mécanismes de 

réponse au stress seraient déployés par la cellule pour contrecarrer le stress protéotoxique 

généré par la présence de la huntingtine mutée. Cet équilibre aurait un impact sur l’âge 

d’apparition de la maladie et la progression des symptômes. Des gènes modificateurs 

peuvent participer au maintien de cet équilibre. En effet, une forte hétérogénéité 

interindividuelle est retrouvée chez les patients Huntington : pour un même nombre de 

répétitions CAG, l’âge d’apparition de la maladie peut fortement varier. Cette variation est 

due à la présence de gènes modificateurs qui pourraient rendre certains individus très 

résistants au stress protéotoxique. Il est donc fortement intéressant de comprendre quels 

peuvent être les gènes qui participent à renforcer la capacité de résistance au stress 

protéotoxique des neurones dans la maladie de Huntington et notamment comment ils sont 

régulés. Cette altération de la réponse au stress se produirait bien avant l’apparition des 

premiers symptômes, très tôt dans la maladie, au cours notamment de la différenciation 

neuronale et aurait un impact sur le neurone adulte. Pour tester cette hypothèse, je me suis 

donc focalisée sur l’étude de FOXO3, un facteur de transcription et de réponse au stress 

impliqué dans la survie cellulaire et la longévité des tissus, et de ses cibles 

transcriptionnelles dans un modèle de la maladie de Huntington basé sur l'utilisation de 

cellules souches neurales humaines.  

Dans un premier temps, je décrirai les caractéristiques générales de la maladie afin 

de replacer dans un contexte pathologique, à l’échelle de l’individu, les effets de la 
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huntingtine mutée. Nous y verrons les atteintes cognitives, motrices et psychiatriques dont 

souffrent les patients. Je décrirai également la neurodégénérescence qui touche le système 

nerveux central à l’origine des symptômes fondamentaux de la maladie, et également les 

atteintes non-neurales qui touchent l’ensemble de l’organisme.  

Dans un second temps, nous irons cette fois-ci à l’échelle cellulaire et je passerai en 

revue certains des principaux mécanismes altérés dans la maladie et qui vont être à l’origine, 

entre autres, de la perturbation de l’homéostase cellulaire.  

Ensuite, nous verrons l’importance de la famille des facteur de transcription Forkhead 

et plus particulièrement celui de FOXO3 dans la régulation de l’homéostase cellulaire afin de 

mieux cerner l’impact que représenterait l’altération des cibles transcriptionnelles de FOXO3 

dans la MH. En effet, FOXO3 participe à la régulation de nombreux processus cellulaires tels 

que la régulation du cycle cellulaire, de la réponse antioxydante, de l’apoptose, de 

l’autophagie et de la synapse ; une reprogrammation éventuelle de ses cibles pourrait avoir 

des effets majeurs dans les cellules souches neurales humaines.  

Enfin, dans la dernière partie de cette introduction, je présenterai le modèle cellulaire 

que j'ai utilisé durant ma thèse pour établir un répertoire des cibles humaines de FOXO3, à 

savoir des cellules souches neurales humaines dérivées de cellules souches pluripotentes 

induites elles-mêmes issues d'un patient atteint de la maladie de Huntington.  
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Chapitre 1 - Maladie de Huntington 
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1.  Historique 

1.1. De Saint Vitus à Paracelse 

Danse de Saint Guy ou encore Chorée, la maladie de Huntington (MH) est une des 

maladies rares les plus répandues en France. Les premiers faits relatés la concernant 

remontent à Saint Vitus, ou Saint Guy, qui selon la légende, aurait supplié Dieu d’épargner 

de toute affection choréique ou convulsante, les individus qui célèbreraient l’anniversaire de 

sa mort. Devenu Saint Patron de Bohème grâce à Charles IV, Saint Vitus fut donc classé 

parmi les 14 saints à implorer lorsque l’on était malade. Son culte fut associé à un rituel de 

purification par le feu qui n’est pas sans rappeler Salem, sa chasse aux sorcières et ses 

bûchers subis par les personnes possédées. 

 

Figure 1 : Danse de Saint Guy par Hendrik Hondius (D’après l’œuvre de Pieter Breughel-

Wellcome Library, London; CC BY). 

La véritable histoire médicale de la MH commence au début du deuxième millénaire, 

lorsqu’en Rhénanie Germanique apparaît un mal étrange caractérisé par un besoin 

impérieux et irrépressible de danser (Figure 1). De nombreux épisodes épidémiques s’en 

suivirent, notamment celui qui se produisit à Aix la Chapelle en 1374 où d’immenses 

processions de « danseurs » allaient d’une ville à l’autre. Depuis, il a été admis que ces 

manifestations n’étaient pas fondées sur une base biologique mais seraient dues à un 

phénomène d’hystérie générale. Issu du latin « chorus » et du grec « choros » Paraclès 

(1493-1541) fut le premier à utiliser le terme de « chorée » pour désigner ces mouvements 

involontaires et imprévisibles semblables à des danses, qui parcouraient un individu, tout en 

suggérant une origine du système nerveux centrale (SNC). 
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1.2. De George Huntington à Nancy Wexler 

La première description médicale a été 

réalisée en 1872 par un jeune médecin 

américain, George Huntington (Figure 2). 

Fraîchement diplômé, le Dr Huntington décrit, 

dans son manuscrit On Chorea (Huntington, 

1967) les différentes manifestations 

choréiques qui lui ont été données d’observer 

; et notamment une chorée qu’il qualifie de « 

chorée héréditaire » et qu’il expose en trois 

points : 

1) La maladie est génétique et héréditaire : Lorsqu’une personne est atteinte, elle 

transmettra la maladie à sa descendance. De plus, le Dr Huntington souligne le 

caractère dominant de la maladie puisque celle-ci ne peut sauter une génération. 

2) Le malade présente des désordres d’ordre psychiatrique et cognitif. Le Dr 

Huntington fait état dans son rapport de patients présentant des signes de 

désinhibition, de démence et de tendance suicidaire qui s’aggravent au cours du 

temps. 

3) La maladie se déclare à l’âge adulte par une atteinte motrice : Le Dr Huntington 

rapporte que la maladie se déclare toujours entre 30 et 40 ans et que tous les 

patients présentent des mouvements involontaires qui touchent graduellement tous 

les muscles du corps jusqu’à la mort du patient. 

George Huntington a mis ainsi en relief au cours du 19ème siècle les trois 

composantes essentielles de la MH : génétique, motrice et cognitive. 

Il faudra ensuite attendre plus d’un siècle pour déterminer l’origine génétique de la MH. 

C’est dans les années 1950 que le Dr Amerigo Regrette diagnostiqua près du lac Maracaibo 

au Venezuela une large communauté de personnes atteintes de la MH. En analysant les 

marqueurs génétiques de ces familles, Nancy Wexler et le groupe de James Gusella 

déterminèrent, en 1983, que le gène impliqué dans la MH se situait sur l’extrémité du bras 

court du chromosome 4 (Gusella et al., 1983). 

Il faudra 10 années supplémentaires pour qu’en 1993 The Huntington Disease 

Collaborative Research Group (HDCRG) identifie le fragment 4p16.3 comme le site de la 

mutation. Ce nouveau gène, IT15 (Interesting Transcript 15), présentait un polymorphisme 

Figure 2 : George Huntington (1850-1916). 
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au niveau des répétitions CAG ainsi qu’une région codante plus ou moins grande et instable, 

et était présent sur au moins un des chromosomes des 75 familles examinées. Le locus du 

gène responsable de la MH long de 180kb, constitué de 67 exons et codant pour une 

protéine encore inconnue, d’environ 350 Kba, la huntingtine (HTT) venait d’être percé à nu 

(HDCRG, 1993). 

2.  Caractéristiques générales de la maladie de Huntington 

A l’heure actuelle, la MH est un modèle pour l’étude des maladies neurodégénératives. 

C’est une maladie monogénique à pénétrance complète héréditaire. Progressive, elle est 

caractérisée génétiquement par un nombre élevé et anormal de répétitions CAG dans l’exon 

1 du gène qui code pour la huntingtine et conduit à la production de huntingtine mutée avec 

un domaine polyglutamine (polyQ) de longueur anormalement élevée qui perturbe la 

maturation, la fonction et la dégradation de la protéine. La neurodégénérescence, qui est 

restreinte à quelques catégories de neurones du système nerveux central dans la MH, se 

traduit par une importante atrophie du striatum. Cette neurodégénérescence entraîne des 

symptômes moteurs, psychiatriques et cognitifs très invalidants qui apparaissent à l’âge 

adulte et aboutissent invariablement à la mort après une évolution d’une durée moyenne de 

quinze à vingt ans. Au cours des prochains paragraphes, nous tâcherons de développer les 

principales composantes décrites par George Huntington qui caractérisent la MH. 

2.1. Manifestation et diagnostic  

La prévalence de la maladie apparaît assez hétérogène à travers le monde. Elle est de 

5,70 pour 100 000 individus en Amérique du Nord, en Europe et en Australie contre 0,40 

pour 100 000 en Asie. La différence géographique dans la prévalence peut être largement 

expliquée par l’accès au soin ou les haplotypes des gènes (Pringsheim et al., 2012). 

La MH peut se déclarer à n’importe quel âge mais la plupart des patients déclarent la 

maladie entre 35 et 55 ans. L’âge d’apparition est inversement proportionnel à la longueur de 

l’expansion CAG, avec des formes juvéniles pour les plus grandes longueurs. Il existe par 

ailleurs des phénomènes d’anticipation, avec une augmentation de la longueur des 

répétitions CAG au cours des générations. La condition du malade progresse et empire 

pendant environ 10 à 25 ans jusqu’au décès, inévitable. Le diagnostic d’un individu ayant un 

parent atteint de la MH est établi rapidement au travers des symptômes et des signes 

cliniques, même si un tableau symptomatique non spécifique peut être trompeur. Seuls les 

critères cliniques sont nécessaires pour établir le diagnostic ; ils comprennent les 
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changements de comportements (cognitifs, psychiatriques et moteurs) recoupés avec 

l’histoire familiale. 

Cependant si les parents ne sont pas reconnus comme étant porteur de la mutation ou 

sont décédés avant l’apparition des symptômes à un plus jeune âge d’une toute autre cause, 

le tableau clinique peut être difficile à reconnaitre. Il est alors nécessaire de réaliser un test 

génétique montrant une répétition des polyQ supérieur à 36 sur le chromosome 4 pour 

valider le diagnostic. Ce test peut être effectué à différents stades de la vie de l’individu avec 

des critères d’exclusion (individu âgé de moins de 18 ans, atteinte psychiatrique ou pression 

extérieure subi par l’individu) au vu de l’issue fatale de la maladie (Maat-Kievit et al., 1999). 

Les nombreux symptômes sont classés en 3 catégories que nous allons détailler 

brièvement dans les paragraphes suivant. 

2.2. Symptômes moteurs 

Les symptômes physiques sont généralement les premiers à être remarqués puisque 

les symptômes psychiques et cognitifs ne sont généralement pas assez graves pour être 

reconnus lors des phases précoces. Le symptôme le plus caractéristique et le plus invalidant 

de la maladie est la chorée. La World Federation of Neurology la définit comme la 

«succession de mouvements spontanés excessifs, abrupts, imprévisibles et irréguliers». Ce 

sont des mouvements anormaux et involontaires qui s’apparentent à une simple exagération 

des gestes en début de maladie avant d’évoluer vers des mouvements continus violents et 

handicapants. Elle est aggravée, comme la majorité des symptômes neurologiques, par la 

fatigue, le stress, l’émotion et la fièvre. A ces mouvements imprévisibles et explosifs 

s’associent d’autres troubles moteurs tels qu’une perte du contrôle des muscles faciaux, des 

parties distales des membres, puis du thorax (Folstein et al., 1986).  

Par la suite, la progression de la maladie entraîne une rigidité et des anomalies 

posturales, signes d’une altération progressive du striatum. Après une phase croissante puis 

un plateau, l’atteinte choréique décline face à la lenteur inégale des mouvements 

(bradykinésie), aux contractions musculaires involontaires (dystonie) et à la rigidité. 

Progressivement, les fonctions psychomotrices sont affaiblies, de sorte que toute action qui 

exige un contrôle musculaire est affectée. Les conséquences deviennent alors très 

reconnaissables : instabilité posturale, expressions faciales anormales, difficultés de 

mastication, de déglutition (dysphagie) et de diction (dysarthrie). Ces difficultés, combinées à 

un désordre métabolique, causent une forte perte de poids qui évoluera vers la cachexie. 
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2.3. Symptômes cognitifs 

Chez les patients encore asymptomatiques, le déclin cognitif précède d’au moins 15 

ans l’apparition des premiers symptômes moteurs (Lemiere et al., 2002; Paulsen, 2011). La 

détérioration cognitive est d’abord discrète puis s’enrichit de nombreux symptômes dont 

l’évolution est patient-dépendant (Ho et al., 2003). La MH ne perturbe pas les fonctions 

intellectuelles mais perturbent les fonctions cognitives qui se retrouvent diminuées 

progressivement. Durant les phases précoces de la maladie, des dysfonctions cognitives au 

niveau de l’attention, la concentration, la visualisation spatiale, le contrôle des émotions et de 

la mémoire, deviennent de plus en plus apparents (Montoya et al., 2006). 

Un déclin des fonctions exécutives est observé : altération de la conscience de soi, de 

la hiérarchisation et de l’organisation des idées et des actes. Les fonctions exécutives ont un 

impact dans la vie quotidienne des patients qui éprouvent alors des difficultés à planifier 

leurs activités, à s’adapter à des changements imprévus et à interagir avec les autres 

individus. Les malades éprouvent des difficultés à vivre une gamme d’émotions subtiles, à 

avoir un autre point de vue, à percevoir leurs erreurs et être conscients de leur handicap ce 

qui impacte fortement sur leurs capacités à créer des relations sociales et personnelles. 

L’évolution de la maladie instaure par la suite des troubles mnésiques affectant les mémoires 

à court terme, à long terme, autobiographique, procédurale et de travail (Montoya et al., 

2006). Les troubles cognitifs ont tendance à s’aggraver au fil du temps, conduisant 

finalement à la démence. 

2.4  Symptômes psychiatriques 

A l’inverse des troubles moteurs et cognitifs, les troubles psychiatriques sont rarement 

inauguraux mais fluctuent et peuvent apparaître à n’importe quel moment pendant l’évolution 

de la maladie. Les patients MH présentent, par période, des troubles du comportement 

caractérisés par une impulsivité (exhibitionnisme), irritabilité, agressivité qui sont à l’origine 

de problèmes relationnels. Ces troubles s’accompagnent d’une apathie générale modifiant 

leur personnalité et rendant l’aide de leurs proches d’autant plus difficile. En parallèle, les 

patients souffrent fréquemment de dépression (Paulsen et al., 2005). Cet état dépressif 

s’accompagne souvent d’anxiété et de troubles du sommeil qui se transforment en 

mélancolie, conduisant parfois au suicide. Enfin, la démence choréique fait suite aux troubles 

mnésiques, à la perte de concentration, aux troubles de jugement et s’accompagne d’une 

recherche perpétuelle de nourriture (boulimie).  
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3.  Neuropathologie 

La neurodégénérescence est un processus qui est précédé par des phénomènes de 

dysfonction neuronale et qui conduit à l’involution lente des neurones avec une perte 

progressive des synapses, des épines dendritiques, des branches dendritiques, des 

segments axonaux et des ressources cytoplasmiques tels que les mitochondries et les 

organites impliqués dans la biosynthèse, la modification, le transport et la dégradation des 

molécules cellulaires. Le processus de neurodégénérescence se termine par la mort 

cellulaire, et les neurones morts ou mourants in situ peuvent provoquer des réactions 

inflammatoires locales et éventuellement aggraver les conditions dans leur voisinage 

immédiat. Parce que le neurone existe pour en influencer un autre, ainsi que sa périphérie, 

le processus de neurodégénération peut affecter profondément les réseaux neuronaux ainsi 

que les aspects neurochimiques, électrophysiologiques et trophiques qui régissent la 

communication et la régulation neuronale qui assure la fonction neuronale et a fortiori 

neurologique.  

L’évolution progressive des symptômes dans la MH est clairement causée par l’effet 

d’une neurodégénérescence localisée et sélective dans une région particulière. Il est de 

tradition d’attribuer l’ensemble des symptômes neurologiques de la MH à la dégénérescence 

neuronale qui survient dans le circuit des ganglions de la base (GB) et plus particulièrement 

au niveau du striatum (Ferrante et al., 1997). Et bien que l’atrophie du striatum soit sans 

aucun doute à l’origine des premiers symptômes de la MH (chorée), une perte neuronale 

marquée est observée dans d’autres régions du cerveau et est à relier aux phénotypes 

connus de la MH. Les techniques de neuro-imagerie actuelles ont montré une atrophie 

corticale précoce, hétérogène, progressive et fortement corrélée aux symptômes de la 

maladie (Rosas et al., 2002; Rosas et al., 2005). En fait, les phénomènes d’atrophie existent 

avant l’apparition des principaux symptômes de la maladie (Paulsen, 2010), et il est de plus 

en plus probable que des symptômes plus discrets et plus difficiles à diagnostiquer, 

notamment sur un plan cognitif voire métabolique ou affectif, soient associés aux 

phénomènes de dysfonction des neurones et des réseaux neuronaux, avant ou en même 

temps que la neurodégénérescence (Duff et al., 2010). 

Afin de bien positionner le rôle de la neurodégénérescence dans la déclaration de la 

MH, les paragraphes suivants décrivent l’organisation structurale des GB, la fonction du 

striatum au sein des GB et enfin la corrélation entre symptômes et perte neuronale. 
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3.1. Anatomopathologie 

La partie du cerveau la plus affectée par la MH est un groupe de cellules nerveuses 

situées à la base du cerveau appelé communément les ganglions de la base. Le système 

des GB interviendrait pour la programmation et le contrôle des mouvements et joue un rôle 

dans la cognition, l’humeur et les comportements non moteurs.  

Les GB sont constitués du striatum (noyau caudé et putamen) et le globus pallidus 

(subdivisé en un segment interne (GPi) et un segment externe (GPe)). Deux autres 

structures sont étroitement associées aux fonctions motrices des GB : le noyau sous-

thalamique (NST) ainsi que la substance noire pars compacta (SNc) et pars reticulata (SNr). 

Ces différentes régions sont interconnectées par de multiples boucles complexes et 

étroitement reliées au cortex et au thalamus (Figure 3).  

C’est la perte graduelle des neurones GABAergiques épineux moyes ou Medium Spiny 

(MSN) du neostriatum, accompagnée de l’atrophie progressive du striatum (Figure 4) et du 

GPe, qui est la caractéristique la plus précoce et la plus marquée de la MH (Bamford et al., 

1995). La dégénération des neurones striataux suit un ordre anatomique précis : la 

dégénération commence dans la queue du noyau caudé, s’étend au niveau de la tête pour 

terminer vers le putamen. La neurodégénérescence évolue progressivement et touche, aux 

stades tardifs de la maladie, le cortex cérébral, au niveau des couches III, V et VI, dont les 

neurones se projettent sur le striatum (Hedreen et al., 1991; Peschanski et al., 1995). La 

dégénérescence neuronale conduit chez les patients MH à une diminution du volume 

cérébral d’environ 20 à 30%. Les techniques d’imagerie cérébrales ont permis de détecter 

une atrophie du striatum et du cortex précédant parfois l’apparition des premiers signes 

cliniques (Aosaki et al., 1994; Vonsattel and DiFiglia, 1998). Notamment, l’étude TRACK-HD, 

réalisé sur 3 ans, a permis le suivi de patients Huntington et montre précisément l’évolution 

de la maladie en fonction du nombre de CAG et de l’âge (Tabrizi et al., 2011; Tabrizi et al., 

2012; Tabrizi et al., 2013).  
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Figure 3 : Représentation anatomique des ganglions de la base. (1) Le striatum 

constitué du noyau caudé et du putamen, (2) les globus pallidus interne (GPi) et externe 

(GPe), (3) le noyau sous thalamique, (4) la substance noire (Modifié à partir de Principles of 

Animal Communication, par Jack W. Bradbury & Sandra L. Vehrencamp). 

De nombreuses données suggèrent aussi un rôle de la glie dans les mécanismes 

pathogéniques de la MH. En effet, une réactivation des microglies, qui peut contribuer à la 

mort neuronale dans le cadre des maladies neurodégénératives, apparaît dans le striatum et 

dans le cortex pendant les phases précoces et les phases tardives de la maladie, 

réactivation non retrouvée dans les analyses de cerveau d’individus sains post-mortem 

(Sapp et al., 2001). Les microglies activées sont aussi présentes dans le GP et la matière 

blanche attenante dans le cerveau. De plus on observe une augmentation des astrocytes et 

oligodendrocytes activés dans le striatum (Vonsattel et al., 1985; Rajkowska et al., 1998).  

Le système de classement le plus couramment utilisé pour évaluer la gravité de la 

dégénérescence dans la MH est basé sur des critères macroscopiques et microscopiques 

développés par Jean Paul Vonsattel en 1985. Il est fondé sur la dégénérescence striatale 

dans les tissus post-mortem et classe les cas de MH en cinq classes de gravités différentes 

allant de 0, en tant que neuropathologie non discernable, à 4, avec 95% de perte neuronale 

dans le noyau caudé (Vonsattel et al., 1985; Squitieri et al., 2000). 
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Figure 4 : Image macroscopique d’une tranche de cerveau issue d’un patient atteint de 

la maladie de Huntington (gauche) à côté d’un contrôle sain (droite). On peut noter la 

sévère atrophie du striatum chez le patient MH ainsi qu’une atrophie du cortex cérébral 

(Source : Harvard Brain Tissue Resource Center). 

3.2. Dégénérescence du striatum et symptômes moteurs 

Le striatum représente l’entrée principale du système des ganglions de la base qui 

comme nous l’avons vu participent à la programmation et au contrôle du mouvement entre 

autre. Une étude approfondie révèle que la neurodégénérescence striatale n’est pas 

homogène. En effet, le striatum est composé à 95% de MSN, des neurones inhibiteurs 

GABAergiques de deux types en fonction des différents peptides qu’ils contiennent : MSN de 

type D1 et MSN de type D2. Il y a d’une façon certaine une dégénérescence sélective des 

MSN qui apparaissent comme les neurones les plus sensibles à la pathologie (McGeer et al., 

1977; Graybiel, 1995; Rajkowska et al., 1998; Nopoulos et al., 2010) en comparaison aux 

larges interneurones cholinergiques striataux et les interneurones GABAergiques non 

épineux (somatostatine, neuropeptide Y, NADPH-diaphorase), largement minoritaires dans 

le tissu et qui semblent, au moins transitoirement, épargnés (Beal et al., 1993; Schmid et al., 

1994; Xu et al., 1994; Rajkowska et al., 1998).  
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Dans la MH, ce sont les neurones MSN de type D2 qui dégénèrent les premiers et 

conduisent à une augmentation des mouvements involontaires (hyperkinesie - chorée). Puis, 

progressivement, les neurones de type D1 dégénèrent à leur tour, conduisant à l’hypokinésie 

que l’on retrouve aux stades tardifs de la maladie (Voir la Boîte n°1 pour plus de détails sur 

ce mécanisme). 

 

 

Boîte n°1: Perturbation du système des Ganglions de la Base dans la Maladie de 
Huntington 

Les principales afférences du striatum sont issues du cortex, du thalamus et de la substance noire pars 
compacta. Les afférences corticales sont issues des régions associatives frontales et pariétales (cortex 
secondaire) et sont excitatrices glutamatergiques (Graybiel et al., 1994). Les afférences thalamiques sont 
issues principalement des noyaux intralaminaires et de natures glutamatergiques (Aosaki et al., 1994; Warby 
et al., 2005). Les afférences modulatrices provenant de la substance noire pars compacta sont de natures 
dopaminergiques (Glass et al., 2000; Warby et al., 2005).  

La conception actuelle du circuit moteur dans les GB fait état de deux voies distinctes et antagonistes 
selon leur cible et leur sensibilité à la dopamine. On distingue la voie directe de la voie indirecte. La voie 
directe implique les MSN de type D1 et sert à lever l’inhibition tonique des neurones moteurs corticaux ou 
colliculaires. Elle relie les MSN du noyau caudé et du putamen au GPi et à la SNr. Cette voie est activatrice 
par désinhibition du thalamus. La voie indirecte sert, quant à elle, à augmenter le niveau de l’inhibition 
tonique. Elle relie les MSN de type D2 au GPe. Ce dernier projette à la fois sur le GPi et le noyau sous-
thalamique (neurones excitateurs) qui projette en retour sur le GPi et la SNr. La voie indirecte freine les 

effets normaux de la voie directe (Figure 5). 

Figure 5 : Représentation schématique des voies directes et indirectes des Ganglions de la Base 
chez un individu sain et chez un patient atteint de la maladie de Huntington. Les flèches blanches 
symbolisent les voies excitatrices et les flèches noires, les voies inhibitrices (D’après Current Opinion in 
Neurology, 1998).  
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3.3. Au-delà du cerveau : les atteintes non neurales 

La majorité des recherches concernant la maladie de Huntington sont focalisées sur 

l’étude des effets de la HTT mutée sur le cerveau pour des raisons évidentes : les 

symptômes fondamentaux tels que les déficits moteurs, cognitifs et psychiatriques sont liés 

au dysfonctionnement et à la neurodégénérescence des structures cérébrales décrites 

précédemment. 

Cependant, la HTT est une protéine ubiquitaire exprimée dans l’ensemble de 

l’organisme et des études récentes ont montré que de nombreux symptômes comme la perte 

de poids ou la perte des muscles squelettiques, que l’on pensait secondaire à la MH 

(Sturrock and Leavitt, 2010), ou alors conséquent à la dégénérescence neuronale, sont en 

réalité causés par un effet direct de la mHTT dans les tissus périphériques. Le système 

immunitaire périphérique semble tout particulièrement affecté, comme l’indique la présence 

de perturbations mitochondriales dans les lymphocytes et la suractivité des monocytes après 

stimulation (Kwan et al., 2012). 

De nombreux marqueurs de l’inflammation tels que des cytokines pro-inflammatoires 

ou encore des chimiokines sont présents dans les échantillons de sang issus de patients 

(Bjorkqvist et al., 2008). Fait intéressant, quand on greffe la moelle osseuse d’une souris non 

malade vers une souris MH irradiée, qui permet de remplacer efficacement le système 

immunitaire, on peut observer une légère amélioration de la pathologie dans le cerveau ainsi 

qu’une normalisation des niveaux de cytokines périphériques (Kwan et al., 2012). Ces 

informations confirment l’aspect cellule autonome de la mHTT dans les cellules du système 

immunitaire, et dans bien d’autres types de population. 

Les perturbations transcriptionnelles et énergétiques qui sont caractéristiques des 

neurones dans la MH sont aussi retrouvées dans la plupart des types cellulaires, ce qui 

suggère que la MH n’est pas seulement une maladie du cerveau mais aussi une maladie 

‘systémique’. La HTT apparaît essentielle pour de nombreux tissus. Chez des souris knock-

out, l’absence de HTT conduit à des défauts au sein des trois feuillets embryonnaires et 

mène à une létalité embryonnaire (Zeitlin et al., 1995). Il n’est donc pas étonnant de 

constater que la présence de la mHTT dans les tissus non neuronaux entraîne de graves 

défauts systémiques. On peut donc lister les anomalies suivantes : perte de poids 

(conduisant à la cachexie) (Sanberg et al., 1981; Stoy and McKay, 2000; Robbins et al., 

2006), atrophie des muscles squelettiques, insuffisance cardiaque, atrophie testiculaire, 

ostéoporose, dysfonctions métaboliques et endocriniennes, aberrante migration des cellules 

immunitaires. 
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Il ne serait pas étonnant que certaines perturbations des tissus périphériques comme 

la perte de poids ou bien les altérations que l’on retrouve dans le système circulant puissent 

être utilisées un jour comme des biomarqueurs de la maladie. En effet, à l’inverse de 

certaines maladies neurodégénératives, chaque patient porteur de la mutation développera 

la maladie, ce qui laisse supposer que ces altérations offrent une possibilité de détecter les 

premiers changements qui se produisent au cours de la MH. On voit là l’importance d’une 

caractérisation clinique fine de la maladie, à l’aide d’échelles validées et précises. 

La MH est une maladie qui atteint principalement le système nerveux central. La mHTT 

perturbe notamment l’équilibre physiologique des neurones, et modifie leur capacité à 

répondre au stress cellulaire, conduisant progressivement à la mort neuronale. De plus, 

comme nous venons de le voir, la mutation de la protéine Huntingtine peut affecter 

l’ensemble de l’organisme et entraîner des aberrations cellulaires et tissulaires. 
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Une grande majorité des recherches concernant la MH est centrée sur l’étude des 

effets de la mHTT sur le cerveau. La HTT est une protéine ubiquitaire qui est retrouvée dans 

l’ensemble de la cellule et de l’organisme. A la fois présente dans le cytoplasme, le noyau, la 

membrane cellulaire, ses fonctions sont multiples et variées : apoptose, développement 

embryonnaire, trafic vésiculaire, régulateur transcriptionnel, grand nombre de ses fonctions 

sont altérées suite à l’apparition de répétitions polyQ au sein de sa structure. 

La maladie de Huntington fait partie de la grande famille des maladies à répétition de 

triplets nucléotidiques. Ce sont des maladies génétiques dues à une expansion de 

séquences répétées de triplets nucléotidiques au-delà d’un seuil caractérisant le nombre 

maximal de répétitions trouvées dans la population normale. Ces mutations, qui ont la 

particularité d’être instables, ont été décrites dans la chorée de Huntington (triplet CAG), le 

syndrome de l’X fragile (triplet CGG), la dystrophie myotonique de Steinert (triplet CTG), la 

maladie de Friedreich (triplet GAA), l’atrophie spinobulbaire de Kennedy (triplet CAG), les 

ataxies spino-cérébelleuses autosomiques dominantes (triplet CAG) et l’atrophie denta-

torubro-pallido-luysienne (triplet CAG) (Budworth and McMurray, 2013). 

Pourquoi des protéines avec répétition de polyglutamines entraînent-elles une toxicité 

systémique ? Pourquoi tuent-elles préférentiellement les neurones dans des régions 

particulières du cerveau, et est-ce lié à l’interactome de ces protéines mutées ? Comment le 

cerveau et l’organisme s’adaptent-t-ils au stress protéotoxique, et quelles en sont les 

grandes lois et les grands effets ? La pathogenèse de la MH est-elle un processus 

programmé, dès le développement du cerveau avec des effets persistants qui seraient au 

cœur des phases adultes ? Des questions encore peu résolues mais à l’origine de nombreux 

travaux de recherches en modélisation informatique et biologique qui informent sur leurs 

effets sur la synapse, le trafic vésiculaire, le métabolisme énergétique ou encore et pour ce 

qui nous concerne la dynamique de la réponse au stress.  

Dans le paragraphe suivant, nous décrirons les fonctions de la huntingtine, normale et 

mutée, et comment la présence de l’expansion CAG perturbe la physiologie cellulaire. 

1.  Fonctions de la huntingtine normale 

1.1. Etude de la structure 

La huntingtine pleine longueur est une protéine de haut poids moléculaire (348 kDa - 

3144 acides aminés en comptant 23 répétitions CAG). De par sa grande taille, il est à l’heure 

actuelle impossible de générer une analyse cristallographique de la HTT pleine longueur. 

Bien que la structure de nombreux de ces domaines ait été décrite, peu de motifs connus 
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constituent la séquence protéique de la HTT, rendant difficile l’indentification de ses 

fonctions biologiques. La HTT est une protéine très conservée au cours de l’évolution et la 

plupart de ses homologues connus sont présents chez les vertébrés. Le gène qui code pour 

la HTT est composé de 67 exons (environ 170 kb) et sa région promotrice présente des 

caractéristiques communes avec les gènes de ménage qui sont exprimés de manière 

ubiquitaire (multiples régions promotrices riches en G/C et pas de TATA box) (Coles et al., 

1998) (Figure 6). 

 

 

Figure 6 : Image illustrant la structure de la protéine huntingtine. On peut noter 

respectivement : le domaine polyQ (en rouge) ; le domaine riche en proline (polyP) (en 

violet); le signal d’export nucléaire (en vert) et les 3 domaines HEAT (Huntingtine, Facteur 

d’Elongation 3, Sous-unité régulatrice A de la protéine phosphatase 2A et TOR1 (en bleu 

ciel) (Huntingtine, Facteur d’Elongation 3, Sous-unité régulatrice A de la protéine 

phosphatase 2A et TOR1) ; 16 répétitions HEATs qui ont été identifiées dans la HTT, 

organisées en 3 clusters (Andrade and Bork, 1995; Tartari et al., 2008) (Palidwor et al., 

2009). Lorsque les répétitions de polyQ sont supérieures à 35-36 répétitions, le porteur 

développera la MH. La séquence en acides aminés de la partie N‐terminale (exon1) de la 

HTT est détaillée en-dessous de la protéine (Zuccato et al., 2010). 

La HTT est une protéine ubiquitaire majoritairement présente dans le cerveau et les 

testicules et dans une moindre mesure, dans le cœur, le foie et les poumons. Sa localisation 

est tissus et types cellulaires-dépendants : dans les cellules somatiques, sa localisation est 

majoritairement cytoplasmique alors que dans les neurones, elle est à la fois nucléaire et 

cytoplasmique (Hoogeveen et al., 1993; Li et al., 1993; Strong et al., 1993) ce qui met en 

relief le dynamisme de la HTT entre ces compartiments (Xia et al., 2003). 

Dans le système nerveux central, des niveaux élevés de HTT ont été mesurés dans le 

cortex, le striatum et l’hippocampe. Dans le cerveau, elle est essentiellement exprimée dans 

les neurones, et plus faiblement dans les cellules gliales. La localisation sub-cellulaire de la 

HTT est essentiellement cytoplasmique, bien qu’on la retrouve également dans le noyau, les 

neurites et les terminaisons synaptiques des neurones (Tableau 1).  
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Région Niveau d’expression 

Cerveau 

Cervelet Elevé      

Cortex Elevé      

Substantia Nigra Pars compacta Moyen  

Putamen Faible       

Noyau Caudé Faible       

Thalamus Faible       

Tissus Périphériques 

Testicules Elevé (surtout spermatogonies immatures) 

Colon Faible       

Foie Faible       

Pancréas Faible          

Tableau 1 : Répartition de l’expression de la huntingtine dans les tissus nerveux et les 
tissus périphériques. 

De nombreuses modifications post-traductionnelles (PTM) peuvent affecter la HTT et 

réguler sa stabilité, sa localisation ou encore sa fonction. On liste des sites de clivages 

protéolitiques, l’ubiquitinylation la phosphorylation, la sumoylation, l’acétylation et la 

palmitoylation (Voir Box 2) fragments N-terminaux, portant le domaine de répétitions polyQ, 

issus des divers clivages, sont retrouvés dans les agrégats et on leur confère un caractère 

toxique supérieur à la mHTT non clivée (Kuhn et al., 2007; Tebbenkamp et al., 2011).  

De ce point de vue, on peut considérer que la MH est causée par un gain de fonction 

toxique par rapport à la HTT non mutée, les agrégats constituant une réponse cellulaire à la 

toxicité des fragments de mHTT (Zuccato et al., 2010; Labbadia and Morimoto, 2013). 

Néanmoins, on ne peut exclure la perte de fonction normale de la protéine normale comme 

mécanisme conduisant à la MH (Schulte and Littleton, 2011) (voir le paragraphe Gain de 

propriétés toxiques). 
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1.2. Interactome de la huntingtine 

De par son implication dans de nombreux processus cellulaires, la HTT interagit avec 

un certain nombre de partenaires protéiques. La liste de ses partenaires ne cesse de 

s’allonger et plus de 200 ont été identifiés à ce jour. Ces partenaires peuvent être regroupés 

en plusieurs familles fonctionnelles : les protéines intervenant dans la régulation de la 

transcription, le transport, ou la signalisation intracellulaire ce qui nous donne un aperçu des 

fonctions de la HTT (Tableau 2). La majorité des partenaires protéiques de la HTT se lient 

au niveau de son domaine N-terminal qui contient en plus d’une région HEAT et la répétition 

Les sites de clivage protéolytique génèrent des fragments N-terminaux de tailles différentes. Les 
cibles de ces sites de clivages sont des protéases telles que des caspases (caspases 2,3 et 6) (Wellington et al., 
1998; Wellington et al., 2000; Kim et al., 2001; Hermel et al., 2004), des calpaïnes (Gafni and Ellerby, 2002) et 
des metalloprotéinases matricielles (MMP10) (Miller et al., 2010). La HTT non mutée et la mutée sont les cibles 
de ces caspases bien que la mHTT semble plus sensible aux clivages et que ses fragments se retrouvent dans 
le noyau et dans le cytoplasme ; fragments qui sont maintenant associés au développement progressif de la 
MH.  

L’ubiquitinylation se fait sur les lysines de la partie N-terminale K6, K9 et K15 ; et conduit à la 
dégradation de la protéine par le protéasome (Kalchman et al., 1996; DiFiglia et al., 1997) L’ubiquitinylation 
contrôle la stabilité, la fonction et la localisation intracellulaire de la HTT ce qui contribue à maintenir 
l’homéostase de la HTT dans la cellule. Quand la HTT est mutée, ce processus est altéré induisant une 
dysfonction du protéasome et une accumulation de fragments de HTT qui deviennent toxiques pour le neurone.  

La phosphorylation intervient sur la sérine 421 (par AKT et par la protéine kinase B) et les sérines -431 
-1181 et -1201 (par CDK5) (Humbert et al., 2002; Rangone et al., 2004) qui réduit le clivage de la HTT par les 
caspases et atténue la formation d’agrégats et la toxicité (Luo et al., 2005). 

La sumoylation des 3 lysines K6 K9 K15 situées dans la partie N-terminale de la HTT, renforce la 
neurodégénération dans le modèle drosophile de la MH (Steffan et al., 2004). 

L’acétylation de la HTT a été identifiée sur la sérine 444 et influence directement la HTT en facilitant 
son transport au travers des autophagosomes ce qui améliore la clairance autophagique de la mHTT et 
contrebalance l’effet de la mHTT dans les cultures de neurones striataux et corticaux primaire (Jeong et al., 
2009).  

La palmitoylation de la HTT s’effectue sur la cystéine C214 par les palmitoyl S-acyltransférases HIP14 
et HIP14L (Yanai et al., 2006; Huang et al., 2010). Une étude récente montre que la HTT agit comme un 
modulateur de l’activité de HIP14 et en présence de la mHTT, HIP14 est moins actif. L’expansion CAG de la 
mHTT diminue l’interaction entre la HTT et HIP14/HIP14L résultant en une diminution de la palmytoylation des 
substrats de HIP14/HIP14L, une augmentation des inclusions et un renforcement de la toxicité neuronale 
(Sanders and Hayden, 2015). 

Figure 7 : 
Représentation 
schématique des sites 
de modifications post 
traductionnelles de la 

HTT.  

Boîte n°2 : Modifications post-traductionnelles de la huntingtine 

 

Box 2 

Les modifications post-traductionnelles de la huntingtine 
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polyQ , une répétition de prolines (polyP) suggérant un rôle clé en tant que protéine 

d’échafaudage dans la coordination de nombreux complexes protéiques (Kim, 2013) et une 

fonction essentielle à de nombreux mécanismes tels que la régulation transcriptionnelle, 

l’organisation cellulaire et le transport vésiculaire notamment (Harjes and Wanker, 2003). 

Les études de l’ensemble de ces protéines partenaires (ou interactome) montrent que 

la répétition de polyQ modifie la composition de cet interactome de manière significative, à la 

fois en terme de nombre de partenaires et en terme de fonction biologique (Ratovitski et al., 

2012; Shirasaki et al., 2012). Par rapport à la huntingtine non mutée, la mHTT interagit avec 

des protéines impliquées dans la production d’énergie et la mitochondrie, mais aussi la 

réparation de l’ADN (Ratovitski et al., 2012), des chaperons, des protéines de signalisation 

14-3-3, et le transport intracellulaire (Shirasaki et al., 2012). 
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Tableau 2 : Différents partenaires protéiques de la huntingtine. Les partenaires protéiques de la 

HTT peuvent être regroupés selon leur fonction : transcription, transport intracellulaire et endocytose, 

signalisation et métabolisme. Le tableau indique la fonction de la protéine, la région de la HTT qui 

interagit avec ses partenaires et l’effet de l’expansion CAG sur cette interaction : Elle peut être 

renforcée ou affaiblie lorsque la HTT est mutée. Ce tableau a été adapté et complété d’après (Li and 

Li, 2004; Zheng and Diamond, 2012). 
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2.  Huntingtine et répétitions CAG  

2.1. Longueur des polyQ et âge d’apparition 

Les premières études de la huntingtine ont démontré que les répétitions du triplet CAG 

dans le gène IT15 sont polymorphiques dans la population générale avec des répétitions 

variant de 9-11 CAG à 34-37 CAG (avec une moyenne de 17-20 CAG) et que des répétitions 

supérieures à 37 CAG étaient associées à la MH (Read, 1993). Les études suivantes 

affinèrent ce concept et établirent, d’une part, que les individus portant de 36 à 39 répétitions 

étaient à risque de développer la maladie (pénétrance réduite) (Rubinsztein et al., 1996; 

McNeil et al., 1997); et que d’autre part, il était possible de développer la maladie 

tardivement malgré une répétition polyQ inférieure à 35 CAG (de 19 à 24) (Brinkman et al., 

1997; Kenney et al., 2007; Andrich et al., 2008). 

Cependant il est maintenant très clair qu’il existe une corrélation inverse entre le 

nombre de répétions CAG dans le gène et l’âge d’apparition de la maladie (Andrew et al., 

1993; Snell et al., 1993; Brinkman et al., 1997) (Figure 8).  

 
Figure 8 : Relation entre les répétitions du triplet CAG et l’âge d’apparition des 

premiers symptômes neurologiques dans la maladie de Huntington. Il y a une forte 

corrélation entre le nombre de répétitions CAG et l’âge d’apparition de la maladie : plus le 

nombre de répétitions CAG est élevé, plus tôt se déclareront les premiers symptômes 

(Gusella and MacDonald, 2009). 

Il apparaît que les répétitions CAG sont des éléments très instables. Dans la plus 

grande majorité des cas (>80%), la transmission à la descendance ne varie que d’un voir 

quelques CAG, leur nombre diminuant s’il s’agit d’une transmission maternelle ou 
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augmentant s’il s’agit d’une transmission paternelle (Duyao et al., 1993). Toutefois, dans le 

cas de certaines transmissions paternelles, le nombre de CAG peut augmenter de manière 

dramatique et on parle alors d’anticipation paternelle, phénomène qui tend à diminuer l’âge 

d’apparition de la maladie au fil des générations (Vonsattel and DiFiglia, 1998). Il s’avère 

aussi que des pères non porteurs de la maladie peuvent transmettre la mutation dû à la forte 

instabilité méiotique du triplet CAG au cours de la spermatogénèse (Myers, 2004).  

Cette instabilité génétique se retrouve aussi dans les cellules somatiques et mène 

progressivement à une augmentation du nombre de répétitions au sein de l’organisme. Des 

analyses de tissus issus de patients MH, montrent un mosaïsme des répétitions CAG à 

travers l’organisme ; le nombre de répétitions le plus élevé se retrouvant dans le sperme et 

le cerveau et en particulier dans les régions où la neuropathologie est la plus prononcée 

(Telenius et al., 1994; De Rooij et al., 1995). 

Bien que la majorité des patients développent la maladie entre 35 et 55 ans, il existe 

aussi des formes juvéniles et des formes tardives de la MH qui se déclenchent très tôt ou 

très tard dans la vie de l’individu et qui présentent un tableau clinique et une espérance de 

vie différents.  

Formes juvéniles  

La forme juvénile de la maladie représente 8 à 10 % des cas de MH et se déclare 

avant l’âge de 20 ans. Elle évolue d’une manière plus rapide avec des signes cliniques 

particuliers et conduit irrémédiablement, en une dizaine d’années, au décès du patient. Elle 

correspond à un nombre élevé de répétitions du triplet CAG (supérieurs à 60). Les patients 

présentent une dystonie, une lenteur d’initiation des mouvements (akinésie) et une 

bradykinésie particulièrement précoce et une chorée de faible durée, voire absente. Ces 

patients sont également sujets à des crises d’épilepsie et des tremblements du tronc et des 

jambes (Nance and Myers, 2001). Enfin, la dégénérescence du cerveau est beaucoup plus 

importante et rapide que chez les patients MH « classiques », suggérant l’existence de 

mécanismes pathologiques additionnels dans ces formes juvéniles de la maladie (Squitieri et 

al., 2000; Squitieri et al., 2006). 

Formes tardives  

Dans un peu plus de 10% des cas, la MH se déclare après l’âge de 60 ans. Le 

processus pathologique de ces formes tardives évolue lentement et se traduit par des 

symptômes atténués par rapport aux formes communes de la MH. Les symptômes cognitifs 

et choréiques sont toujours présents, mais la dysphagie est moindre et les troubles 

psychiatriques parfois inexistants.  
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Elle se caractérise par des troubles moteurs comprenant une akinésie précoce, une 

hyper-réflexie, une hypertonie (augmentation du tonus musculaire), une dysarthrie et ne 

comporte une chorée que de faible durée, voire absente.  

2.2. Gain de propriétés toxiques de la mHTT 

Il est admis que les polyQ mutées confèrent aux protéines un gain de propriétés 

toxiques. Ainsi les modèles transgéniques ou knock-in chez la souris, le rat, la drosophile ou 

le nématode récapitulent les effets des polyQ mutées sur le dysfonctionnement ou, pour 

certains d’entre eux (très grande longueur de polyQ), la perte neuronale. Les polyQ mutées 

confèrent donc aux protéines un caractère toxique pour la cellule. L’hypothèse d’un gain de 

propriétés toxiques a été explicitement démontrée par l’insertion d’une expansion CAG dans 

le gène Hprt (Hypoxanthine phosphoribosyl transferase), un gène qui n’est pas relié aux 

maladies à polyQ. A la suite de cette insertion, les souris développent un phénotype 

neurologique et meurent prématurément, alors que les souris ayant subi l’invalidation du 

gène Hprt ne présentent pas ce phénotype (Ordway et al., 1997). Les polyQ mutées 

modifient le repliement des protéines et elles sont capables d’induire ainsi la formation 

d’agrégats protéiques, notamment des inclusions nucléaires retrouvées dans le cerveau de 

patients atteints de maladie à polyQ et également dans les modèles animaux et les modèles 

cellulaires de ces pathologies. 

La présence d’agrégats nucléaires et cytoplasmiques dans les neurones est une des 

caractéristiques communes des maladies à polyQ (Davies et al., 1997; DiFiglia et al., 1997). 

Ces observations suggèrent que l’agrégation des protéines est responsable, du moins en 

partie, de la pathogénicité des maladies à polyQ (Hackam et al., 1998). 

Cependant, l’hypothèse selon laquelle l’agrégation des polyQ est toxique, est sujette à 

caution (Arrasate et al., 2004). Les agrégats de la HTT, bien que perturbateurs de certaines 

fonctions cellulaires, n’entraînent pas une mort cellulaire massive. Par ailleurs, leur 

pathogénicité dépendrait des épitopes qui sont exposés à la surface des agrégats 

(Yamanaka et al., 2008). Les agrégats exerceraient une action protectrice pour la cellule en 

séquestrant les fragments de HTT qui sont sous formes d’oligomères ou de monomères, ces 

derniers étant très toxiques. Les oligomères sont des intermédiaires entre les monomères de 

fragments HTT et les agrégats (Ross and Poirier, 2004). Dans leur étude, Bodner et 

collègues ont montré que les neurones traités par une molécule favorisant la formations 

d’agrégats sont protégés de la mort cellulaire (Bodner et al., 2006). Outre la séquestration de 

protéines toxiques, la formation des agrégats aurait aussi une activé protectrice en stimulant 

la macroautophagie (Ventruti and Cuervo, 2007). Le dynamisme des mécanismes 
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moléculaires modulés au cours du temps par la mHTT renforce d’autant plus la question de 

connaitre l’utilité des agrégats dans la MH. 

Une des questions principales concernant les maladies à polyQ est de savoir comment 

et par quels mécanismes le domaine polyQ de la protéine conduit au dysfonctionnement puis 

à la perte neuronale. Dans la MH, le point de départ est le clivage de la HTT et sa 

transformation en conformères mal repliés, suivis par de nombreuses agrégations 

intermédiaires comme les oligomères, assemblement en protofibrille puis finalement en 

fibrille. L’hypothèse émise est que l’agrégation des fragments de la mHTT, qui est aussi bien 

toxique que protectrice, dépend de la présence et de l’interaction avec des protéines 

chaperons ou bien des composants du complexe ubiquitine-protéasome (Sherman and 

Goldberg, 2001; Venkatraman et al., 2004). Bien que ces protéines soient supposées 

éliminer les différents conformères agrégés de mHTT, ces processus peuvent ne pas être 

suffisant pour éliminer les agrégats et conduisent au déclenchement du processus 

autophagique, ce qui peut renforcer le dysfonctionnement neuronale (Hara et al., 2006).  

Dans le cadre de nombreuses maladies neurodégénératives, le mauvais repliement ou 

l’accumulation des protéines est à l’origine de l’activation du système de réponse au stress 

cellulaire qui comprend l’HSF (Heat shock factor - La réponse au choc thermique), l’UPRer et 

l’UPRmt (unfolded protein response endoplasmic reticulum / mitochondrial - réponse du 

réticulum endoplasmique - mitochondriale) et l’autophagie. Nath et collègues ont étudié 

l’implication de ces agrégats dans le métabolisme cellulaire. Ces agrégats se forment à la 

suite de l’arrêt du recyclage des protéines et du trafic des endosomes. Les domaines 

critiques associés à cette réponse sont localisés dans deux régions de la HTT proche de la 

partie polyQ dans la partie N-terminale et les cellules exprimant la mHTT présentaient un 

défaut dans la capacité à se remettre de la réponse au stress cellulaire (Nath et al., 2015). 

En effet, la formation d’agrégats détournerait rapidement l’énergie cellulaire qui est 

nécessaire pour le trafic vésiculaire, trafic important au cours de la réponse au stress. Ce 

détournement mobiliserait la réponse au stress sans un mécanisme énergétique accru, et les 

cellules auraient donc besoin d’un temps plus long pour se remettre de la réponse au stress 

comparé aux cellules exprimant la HTT normale. Cette étude suggère que la HTT normale a 

un rôle dans la pathogénèse de la MH. 

2.3. Effet des RAN  

Un autre effet de la présence de répétitions CAG a été mis en évidence : l’effet des 

RAN (Repeat Associated Non-ATG Translation Initiation). Les chercheurs ont examiné les 

cerveaux de 12 adultes et jeunes patients atteint de la maladie de Huntington et ils ont 
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trouvé de nouvelles protéines qui sont abondantes dans les régions du cerveau de patients 

présentant mort cellulaire, perte neuronale et autres signes de la maladie, y compris la 

neuro-inflammation. De manière intéressante des motifs d’ARN répétés peuvent participer à 

l’initiation de la traduction en l’absence d’un codon d’initiation AUG à travers une grande 

variété de contextes de séquence, et les produits de ces événements d’initiation de 

traduction atypiques contribuent à la toxicité neuronale.(Banez-Coronel et al., 2015; Green et 

al., 2016). Cette toxicité résulte à la fois des altérations des fonctions natives de la protéine 

dans laquelle la séquence répétée réside ainsi que la toxicité indépendant du contexte de la 

protéine, liée à des perturbations dans protéostasie neuronale. Les expansions répétées 

situées à l’extérieur des ORF codant pour des protéines connues peuvent provoquer des 

changements dans l’expression du gène dans lequel elles résident, ce qui conduit à 

l’expression réduite ou augmentée au niveau transcriptionnel et de protéique (Todd et al., 

2013). De telles séquences répétées non codantes peuvent également induire une toxicité 

sous forme d’ARN en se liant à des protéines et séquestrant l’ARN spécifiques par la 

présence du motif répété (Mohan et al., 2014). 

Il n’est pas encore élucider pourquoi ces protéines s’accumulent dans le cerveau, 

cependant il a été montré que les RAN s’accumulent dans le striatum, et également dans le 

cortex, le cervelet et la substance blanche des régions frontales du cerveau (Banez-Coronel 

et al., 2015). Il y’a une possibilité que les protéines RAN soient impliquées dans d’autres 

maladies neurodégénératives comme, notamment l’atrophie musculaire spinobulbaire et 

plusieurs types d’ataxie spino-cérébelleuse, qui sont également provoquées par une 

augmentation anormale du nombre de CAG (Banez-Coronel et al., 2015). 

Il est important de comprendre comment ces protéines sont produites sans que les 

signaux cellulaires normaux soient présents et si des stratégies peuvent être élaborées pour 

bloquer leur production. Outre la possibilité de nouvelles thérapies, la détection de ces 

protéines peut-être utile pour prédire l’apparition de la maladie.  

3.  Huntingtine normale versus huntingtine mutée  

3.1. Perturbation de l’homéostase protéique 

Le cycle de vie des protéines est étroitement régulé par la cellule afin de maintenir un 

équilibre homéostatique. Tout déséquilibre dans la composition protéique intracellulaire doit 

être rapidement corrigé, soit par élimination des protéines surabondantes ou détériorées, soit 

par ralentissement de la production de celles-ci. Le mécanisme de contrôle de la 

composition protéique, dénommé protéostase, est composé de plusieurs éléments 



 40 

intervenant tout au long du cycle de vie d’une protéine. L’une des ultimes étapes de ce cycle 

est la dégradation et le recyclage des protéines (Labbadia and Morimoto, 2013). 

Dans des conditions normales, l’intégrité du protéome est maintenue par le réseau 

protéique, les principaux effecteurs en sont des chaperons moléculaires impliqués dans le 

repliement des protéines et les mécanismes de la clairance protéique (Balch et al., 2008). 

Curieusement, l’expression chronique des répétitions polyQ entraîne une perturbation de 

manière âge dépendant de la protéostase comme en témoigne l’augmentation de 

l’agrégation et la mauvaise localisation de la protéine métastable (Gidalevitz et al., 2006; 

Gupta et al., 2011).  

Une analyse protéomique de l’interactome HTT a révélé que les protéines chaperons 

telles que HSP90, TCP-1, HSP70 et DnaJ sont toutes liées à la HTT (Shirasaki et al., 2012). 

Les niveaux protéiques de HSP70 et DnaJ sont progressivement réduits dans les tissus 

cérébraux de souris MH par une combinaison de séquestration et dérégulation 

transcriptionnelle (Hay et al., 2004; Yamanaka et al., 2008). La perturbation de la 

protéostase se produit également avec la protéine SOD1 mutée (super-oxyde dismutase 1), 

une protéine sujette à l’agrégation qui est la première cause d’apparition de la SLA familiale, 

et l’expression d’amyloïdes synthétiques formants des peptides, ce qui suggèrent que la 

perturbation de la protéostase peut être une caractéristique générale des troubles de 

protéines sujettes à l’agrégation (Gidalevitz et al., 2009; Olzscha et al., 2011). Ces 

observations corroborent un modèle où l’expression chronique de protéines sujettes à 

l’agrégation, comme la mHTT, perturbent les interactions des protéines chaperons avec 

leurs cibles et conduit à une perturbation globale de la protéostase. La surexpression de 

protéines chaperons ou l’induction des voies de régulation des chaperons suppriment la 

toxicité induite par la mHTT en inhibant la formation d’agrégat, en favorisant la dégradation 

de la mHTT et en répartissant la mHTT dans des structures moins toxiques (Muchowski and 

Wacker, 2005).  

La HTT peut interagir également avec des éléments impliqués dans la dégradation des 

protéines soit par le protéasome, soit par l’autophagie (Vilchez et al., 2014). Compte-tenu de 

l’implication de la HTT dans l’autophagie sélective (Rui and Le, 2015), l’effet perturbateur de 

la mHTT a un impact encore plus fort sur l’accumulation de protéines mal conformées. Dans 

ces conditions, les cellules ne parviennent plus à réguler correctement l’homéostase 

cellulaire, et accumulent des déchets protéiques. 

Il apparaît aussi que des voies de repliement des protéines peuvent influencer la 

toxicité des polyQ telle que la sous classe des chaperons DJNAB indépendamment de 

HSP70 (Hageman et al., 2010; Labbadia et al., 2012) ou encore le gène moag-4 (codant 
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pour une petite protéine de fonction inconnue). Identifié chez C .elegans, il influence 

l’agrégation des protéines mal conformés indépendamment du protéasome ou de 

l’autophagie et sans activation des voies de réponse au stress ou à la régulation des 

chaperons moléculaires (van Ham et al., 2010).  

L’altération de ces deux étapes clefs du cycle de vie des protéines peut rapidement 

aboutir à un effondrement de la protéostase dans la cellule et conduire à un renforcement du 

stress protéotoxique. 

3.2. Dérégulation transcriptionnelle 

Les phénomènes de dérégulation transcriptionnelle dans la maladie de Huntington ont 

été décrits dans de nombreux modèles de la maladie, notamment les modèles cellulaires et 

les modèles souris ou encore les modèles invertébrés, ainsi que dans le striatum et le cortex 

humain en post-mortem. 

L’expression de la mHTT a des effets globaux sur le transcriptome suggérant que la 

dérégulation de la transcription est une caractéristique clé de la pathogenèse de la MH. La 

mHTT interagit et perturbe les principaux composants de la machinerie transcriptionnelle 

générale, affectant à la fois l’accessibilité aux promoteurs et le recrutement de l’ARN 

polymérase II (Seredenina and Luthi-Carter, 2012). 

De nombreuses analyses réalisées à l’aide de puces à ADN effectuées sur des 

modèles souris MH ont fourni un ensemble de milliers de gènes à étudier ainsi qu’une vue 

génomique globale du dysfonctionnement striatal qui se produit au cours de la MH. De ces 

analyses, il a été montré que de nombreux récepteurs aux neurotransmetteurs, des 

enzymes, des protéines impliquées dans la structure des neurones, la réponse au stress, et 

le transport axonal sont fortement dérégulés dans la MH (Cha et al., 1998; Luthi-Carter et al., 

2000; Luthi-Carter et al., 2002; Sugars and Rubinsztein, 2003; Kuhn et al., 2007; Runne et 

al., 2007). Ces études mettent en lumière une reprogrammation profonde de l’expression 

des gènes, et une variabilité significative d’un modèle à l’autre, notamment lorsque l’on 

compare un modèle précoce à un modèle plus tardif. Néanmoins, de grandes tendances 

ressortent comme la dérégulation de gènes développementaux et de gènes importants pour 

l’activité neuronale, la transmission synaptique ou la réponse au stress. 

Il est aussi important de retenir que plus de 81% des gènes enrichis dans le striatum 

(gènes présentant une expression relative plus élevée dans le striatum que dans d’autres 

régions du cerveau) ont une expression qui est réduite dans les modèles de souris MH et 

dans le noyau caudé de patients MH (Desplats et al., 2006). De nouveaux gènes enrichis 
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dans le striatum impliqués dans le transport vésiculaire, le métabolisme du tryptophane et la 

neuro-inflammation sont également dérégulés à la fois dans le striatum de souris et dans le 

noyau caudé de patients MH (Mazarei et al., 2010). La dérégulation transcriptionnelle se 

produit dans de grandes régions génomiques d’une manière coordonnée et est associée à la 

progression de la maladie. L’analyse du profil d’expression du génome issus du sang de 

patients MH a révélé des différences significatives chez les patients symptomatiques, mais 

pas chez les patients à des stades modérés (Runne et al., 2007).  

La HTT est capable d’interagir avec de nombreuses protéines, et parmi celles-ci, des 

composants moléculaires nécessaires à la transcription, impliqués dans la production d’ARN 

messager (ARNm), des facteurs de transcription impliqués dans le recrutement des ARN 

polymérases tel que CBP (CREB Binding protein) (Bakker et al., 2007), mais aussi des 

protéines modificatrices de l’état de la chromatine. 

Récemment il a été démontré que l’activation/inactivation de la transcription régulée 

par l’acétylation de la chromatine est altérée dans la MH. Des protéines modificatrices de la 

chromatine peuvent être séquestrées dans les agrégats, entravant ainsi la formation du 

complexe de transcription et donc l’expression de gènes cibles. L’acétylation et la dé-

acétylation des histones sont assurées par des enzymes opposées : respectivement les 

histones acétyl-transférase (HAC) et les histones dé-acétylases (HDAC) (Li et al., 2007a; 

Bannister and Kouzarides, 2011). Par exemple, la mHTT, en se liant anormalement avec 

CBP (CREB-Binding Protein) ou en promouvant sa dégradation inhibe son activité histone 

acétyltransférase provoquant une hypoacétylation des histones, un défaut subséquent de 

remodelage de la chromatine et donc une altération dela transcription dépendante de CREB 

(cAMP-Response Element Binding Protein) (Kazantsev et al., 1999; Steffan et al., 2000; 

Steffan et al., 2001; Bannister and Kouzarides, 2011). Il faut souligner que les niveaux 

d’histones acétylés ne sont pas diminués globalement dans des modèles de souris MH, mais 

plutôt de manière sélective au niveau des gènes spécifiquement négativement dérégulés 

dans la MH. 

Des études indiquent que dans les souris MH (R6/1 et R6/2) il existe pour les gènes 

dérégulés, des profils d’expression, au niveau des histones, particuliers (Vashishtha et al., 

2013; Achour et al., 2015b). Les gènes sous-exprimés dans le cerveau de ces souris, y 

compris dans le striatum, sont associés à un profil épigénétique particulier : H3K4me3 

marquent les sites d’acétylation et H3K27ac marquent les régions promotrices dites « 

enhancer ». Les gènes qui présentent ce modèle particulier ont été enrichis dans les 

fonctions et les voies liées à l’activité neuronale, ce qui indique que les profils large 
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H3K4me3 et H3K27ac marquent également des gènes qui définissent l’identité et la fonction 

des tissus. (Vashishtha et al., 2013; Achour et al., 2015b). 

La machinerie transcriptionnelle et notamment la liaison à l’ADN de l’ARN polymérase 

II (ou RNA POL II) qui est présente aussi bien dans les séquences codantes des gènes 

activement transcrits (régions amplificatrices ou enhancer) que sur les promoteurs 

correspondants est perturbé dans la MH. Les gènes qui sont sous exprimés dans le striatum 

de souris MH présentent une variation de la quantité de la RNA POL II dans le promoteur ou 

la séquence codante avec notamment une diminution de la RNA POL II dans la région 

promotrice. (Achour et al., 2015b). L’intégration de ces deux profils épigénétiques montre 

une corrélation entre la diminution de la marque d’activation de la chromatine (K3K27ac), 

une diminution de la quantité de ARN POL II et une diminution de la quantité de transcrits 

des gènes correspondants établissant un lien entre dérégulation de l’expression et 

modification de la chromatine dans le contexte de la MH chez les souris R6/1 (Achour et al., 

2015b). 

La mHTT et les fragments N terminaux accumulés dans le noyau peuvent perturber 

l’activité transcriptionnelle de nombreux facteurs de transcription comme SP1 (specificity 

protein 1), TAFII130 (transcription initiator factor TFIID subunit ) ou NRF/REST (Nuclear 

respiratory factor/RE1-Silencing Transcription factor) (Zuccato et al., 2001; Zuccato et al., 

2011).Tous ces gènes étant des éléments clés pour l’accessibilité aux régions promotrices et 

à l’initiation de la transcription de gènes spécifiques, leur liaison avec la mHTT conduit à une 

forte dérégulation transcriptionnelle et à la perturbation de processus cellulaire nombreux 

(Dunah et al., 2002; Jiang et al., 2003).  

Enfin, il est intéressant de noter que la HTT peut se lier à l’ADN directement en tant 

que co-facteur, soit par l’intermédiaire d’un facteur de transcription et ainsi occuper des 

régions génomiques impliquées dans l’activation ou l’inhibition de l’expression de gènes 

(Benn et al., 2008). La mHTT est donc capable de modifier l’expression des gènes 

directement en dérégulant leur transcription, ou bien indirectement en altérant l’état de la 

chromatine et en perturbant le fonctionnement des mécanismes de régulation épigénétiques 

(Lee et al., 2013). Le phénomène de dérégulation transcriptionnelle est désormais bien 

connu (Seredenina and Luthi-Carter, 2012; Valor, 2015) (Figure 9). 
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Figure 9 : Dérégulation des voies de transcription CREB et REST-NRSF dans la 

maladie de Huntington. A) La mHTT perturbe la transcription médiée par la CRE en 

interagissant directement ou en séquestrant CPB, et peut-être TAFII130 dans les agrégats 

nucléaires. La mHTT empêche CBP et TAFII130 de se lier aux régions CRE au niveau des 

promoteurs ce qui perturbe la machinerie de recrutement de la RNA Pol II qui n’est pas 

correctement liée au promoteur et perturbe donc l’activation de la transcription B) La mHTT 

agit comme un régulateur de la transcription du BDNF en empêchant la liaison du complexe 

REST/NRFS à son élément de réponse à l’ADN (Landles and Bates, 2004). 

3.3. Dysfonction mitochondriale 

Le stress oxydatif joue un rôle important dans les maladies neurodégénératives et la 

principale source de stress oxydatif, médié par les espèces réactives de l’oxygène (ROS), 

est liée aux mitochondries comme source endogène. La fonction des mitochondries est 

fortement associée au stress oxydatif ; et elles y sont très sensibles. Lors d’un stress oxydatif 

les mitochondries produisent des espèces réactives de l’oxygène et leur ADN n’étant pas 

protégé par des histones, est inefficacement réparé suite à l’oxydation par les ROS, ce qui 

peut conduire à un taux mutationnel élevé de l’ADNmt. Les mutations acquises au cours du 

vieillissement de l’ADNmt contribueraient au déclin physiologique survenant avec l’âge et 

sont liées à la neurodégénérescence (Lin and Beal, 2006). 

La production énergétique par la mitochondrie est perturbée dans la MH. Plus 

précisément, bien qu’il n’y ai pas d’interaction fonctionnelle direct, l’expression de la mHTT 

peut conduire à l’expression de différentes enzymes mitochondriales (Mochel and Haller, 

2011) (Damiano et al., 2010) ; Yao et al., 2014) qui sont susceptibles de créer des pertes de 

potentiel membranaire et des déséquilibres calciques auxquels les MSN sont 

particulièrement vulnérables. Le mécanisme liant les défauts mitochondriaux à la sensibilité 

particulière des MSN n’est pas encore totalement élucidé, et peut être multifactoriel ; il en 

ressort que les altérations mitochondriales dues à la mHTT peuvent être exacerbées par 
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d’autres mécanismes comme la dérégulation transcriptionnelle ou l’excitotoxicité (Zuccato et 

al., 2010). 

 

Figure 10 : Résumé des principaux mécanismes par lesquels la mHTT provoque un 

dysfonctionnement mitochondrial. Ces mécanismes se traduisent par une diminution de 

la biogenèse mitochondriale, une augmentation du stress oxydatif, un déficit en ATP, une 

augmentation de l’apoptose, et, finalement, un déficit énergétique central et périphérique 

(Mochel and Haller, 2011). 

Le dernier fait intéressant concerne la capacité respiratoire mitochondriale 

(mitochondrial spare respiratory capacity – SRC). La SRC est une mesure de la capacité des 

mitochondries à produire de l’énergie au-delà de ce qui est requis pour maintenir les besoins 

métaboliques de base des cellules, et est importante pour le maintien de l’homéostase et la 

survie des neurones. Une réduction significative de la SRC a été montrée dans des 

fibroblastes humains de patients MH et dans les cellules STHdhQ111/Q111 en comparaison 

aux cellules STHdhQ7/Q7 (Siddiqui et al., 2012). La réduction de la SRC et la production 

d’ATP sont également présentes dans des cellules souches pluripotentes induites issues de 

patients MH (Duan et al., 2014). Ces éléments renforcent l’hypothèse d’une forte 

perturbation bioénergétique mitochondriale dans la MH et soutient le rôle toxique de la 

mHTT.  
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Nous allons décrire dans les paragraphes qui suivent quelques exemples de 

perturbations mitochondriales qui altèrent l’équilibre bioénergétique de la cellule dans la MH. 

i) Augmentation de la production des ROS et atteinte de la chaine respiratoire 

Le complexe II à un rôle important pour l’entrée d’équivalent d’électron dans la chaine 

respiratoire mitochondriale. Or des études post-mortem montrent une nette carence en 

complexe mitochondrial II dans le striatum de sujets MH (Stahl and Swanson, 1974; Gu et 

al., 1996; Browne et al., 1997; Benchoua et al., 2006; Rotblat et al., 2014) ainsi qu’une 

diminution de l’activité des complexes II-III, sans altération de l’activité des complexes I ou IV 

(Ren et al., 2009). Des neurones striataux transfectés avec la partie N-Terminale de la 

mHTT présentent une diminution de l’activité enzymatique du complexe II (succinate 

déshydrogénase) impliquée dans le cycle de Krebs. Ceci augmente la sensibilité des cellules 

aux variations calciques et aux modifications du potentiel de membrane mitochondriale lors 

de la consommation d’oxygène, tandis que la surexpression du complexe II prévient le 

dysfonctionnement mitochondrial et la mort cellulaire (Benchoua et al., 2006; Milakovic et al., 

2006). In vivo également, la surexpression des sous-unités du complexe II réduit la mort des 

neurones striataux induit par la mHTT (Damiano et al., 2013). 

La diminution du complexe II dans la MH diminue la mise à disposition d’ATP par la 

cellule en perturbant le cycle de Krebs et ne limite pas la production de ROS. 

ii) Perturbation de la capacité tampon du calcium dans les mitochondries 

Les mitochondries jouent un rôle important dans le maintien des niveaux calciques 

cytoplasmiques en réponse à l’activité neuronale (Nicholls, 2009). Le transport mitochondrial 

du calcium est alimenté par le gradient de protons, et l’augmentation du calcium neuronal 

modifie la production d’ATP mitochondrial par découplage de la phosphorylation oxydative. 

La surcharge calcique peut être induite par la décharge du potentiel membranaire 

mitochondriale (PTMP) (Nicholls, 2009), entraînant l’ouverture du pore de transition de 

perméabilité mitochondriale, la libération de cytochrome C et l’activation des voies de mort 

cellulaire. Les mitochondries isolées dans des modèles MH présentent un potentiel 

membranaire réduit et se dépolarisent à des concentrations plus faibles que les 

mitochondries normales (Choo et al., 2004). De plus les mitochondries des neurones 

striataux contiennent plus de cyclophiline D (régulateur de l’ouverture des pores 

mitochondriaux) que les mitochondries corticales ce qui les rend plus sensibles à l’ouverture 

des canaux PTPM par le calcium (Brustovetsky et al., 2003). 
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L’ensemble de ces données contribue à entrevoir les problèmes d’excitotoxicité que 

rencontrent les neurones striataux et comment la mitochondrie peut renforcer le stress 

cellulaire dans ces derniers. 

iii) Perturbation de la biogénèse mitochondriale  

PGC-1α est un co-activateur transcriptionnel clé contrôlant la biogenèse 

mitochondriale, le métabolisme, et la défense antioxydante (Puigserver et al., 1998; Kelly 

and Scarpulla, 2004; Cui et al., 2006; Handschin and Spiegelman, 2006; Lin and Beal, 2006; 

Liu and Lin, 2011). PGC-1α interagit avec un certain nombre de facteurs de transcription 

dont le facteur respiratoire nucléaire 1 (NRF-1) et le facteur respiratoire nucléaire 2 (NRF-2), 

qui régulent l’expression des gènes respiratoires mitochondriaux (Scarpulla, 2006). 

L’inhibition de PGC-1α perturbe le métabolisme énergétique (Lin et al., 2004). La 

perturbation de la voie CREB par la mHTT (Cui et al., 2006) induite par une diminution de la 

phosphorylation de la voie CREB et de la signalisation CRE, contribue fortement à réduire 

les taux de PGC-1α (Gines et al., 2003b) et à diminuer la biogénèse mitochondriale entre 

autre (Weydt et al., 2009).  

Dans l’ensemble, ces données soulignent que des événements en mont de la 

perturbation mitochondriale sont vraisemblablement altérés au cours de la MH. 

iv) Perturbation du trafic et de la dynamique mitochondriale  

Le dysfonctionnement mitochondrial précède le dysfonctionnement neuronal dans des 

modèles in vitro et in vivo de la MH. La mHTT perturbe la motilité mitochondriale dans les 

neurones de mammifères au travers du gain de fonction toxique de la mHTT et une perte de 

fonction de la HTT normale (Trushina et al., 2004). Cependant, les mécanismes par lesquels 

la mHTT affecte le trafic mitochondrial intracellulaire sont encore mal connus (Bossy-Wetzel 

et al., 2008; Li et al., 2010; Song et al., 2011). Pour appuyer cette théorie, des analyses sur 

des cerveaux de patients MH montrent que la distribution et le transport des mitochondries 

dans des neurones calbindine-positifs évoluaient en même temps que la maladie. Ces 

résultats confortent l’hypothèse selon laquelle la modification du dynamisme mitochondrial 

représente un mécanisme important dans le dysfonctionnement mitochondrial.  

v) Perturbation de l’homéostase énergétique 

 Le système de créatine kinase (CK)/phosphocréatine (PCr) est l’un des principaux 

mécanismes qui contrôle l’utilisation de l’énergie dans les cellules.(Wyss and Kaddurah-

Daouk, 2000). Dans la MH, les concentrations en PCr sont augmentées et l’activité des CK-

BB est diminuée (Zhang et al., 2011a; Mochel et al., 2012) suggérant que la mHTT pourrait 
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aussi réguler CK-BB au niveau transcriptionnel. Une diminution du système CK/PCr est 

associée à un ratio ATP/ADP réduit ce qui perturbe l’homéostase énergétique (Mochel et al., 

2012). 

En plus d’affecter l’homéostase énergétique cellulaire, la suppression de CK-BB dans 

la MH pourrait également compromettre les fonctions liées à ses protéines d’interactions. Le 

co-transporteur potassium-chlorure KCC2, qui se lie directement à CK-BB et est fortement 

exprimé dans les neurones GABAergiques, eux-mêmes sensiblement vulnérables dans la 

MH, favorise la formation d’épine dendritique (Li et al., 2007b).  

 

Figure 11 : Schéma des mécanismes d’insuffisance métabolique énergétique dans la 

MH. En altérant de nombreux mécanismes moléculaires la huntingtine mutée peut entraîner 

une insuffisance métabolique énergétique et conduire à la neurodégénérescence dans la MH 

(Duan et al., 2014). 

Pour résumer, la mHTT affecte directement ou indirectement la fonction mitochondriale 

en induisant un stress oxydatif conduisant à la mort neuronale (Figure 11). 

3.4. Altération du transport axonal 

Le transport axonal normal des organites, y compris des mitochondries, des vésicules 

synaptiques, et des protéines, est essentiel pour l’activité synaptique et la communication 

neuronale.  
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La HTT transporte une variété d’organites, y compris des vésicules contenant des 

précurseurs synaptiques (Zala et al., 2013a), des vésicules qui contiennent la protéine v-

SNARE VAMP7 (Colin et al., 2008), des autophagosomes (Wong and Holzbaur, 2014), des 

endosomes et lysosomes (Caviston et al., 2011; Liot et al., 2013), des vésicules contenant le 

facteur BDNF (Gauthier et al., 2004), des vésicules transportant la protéine précurseur de 

l’amyloïde (APP) (Colin et al., 2008; Her and Goldstein, 2008), et des vésicules contenant 

des récepteurs GABAergiques (Twelvetrees et al., 2010). Dans les neurones MH, le 

transport axonal est essentiellement altéré par l’interaction entre la mHTT et des protéines 

localisées dans les axones. Ces interactions anormales bloquent le transport des organites 

le long des axones, conduisant finalement à un appauvrissement synaptique. En effet, la 

dégénérescence caractéristique du striatum et du cortex est précédée par une pathologie 

axonale chez les souris exprimant la mHTT (Li et al., 2001) et des agrégats axonaux de 

mHTT perturbent physiquement le transport axonal dans les neurones (Li et al., 2001).  

Des études sur le transport axonal ont rapporté une altération du transport 

mitochondrial et vésiculaire dans les neurones corticaux sur-exprimant la mHTT (Chang et 

al., 2006), dans les neurones du striatum MH (Trushina et al., 2004), dans les neurones 

corticaux de rat et dans les neurones du striatum de souris transfectées avec la mHTT (Orr 

et al., 2008). 

La mHTT pourrait nuire au transport axonal en induisant la dé-acétylation des 

microtubules, en activant la phosphorylation des protéines motrices ou suite à la perte de 

fonction de la HTT normale. 
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Figure 12 : Perturbation du transport axonal dans la maladie de Huntington. Dans la 

MH, une déficience du transport axonal est causée par une perturbation de la liaison des 

protéines motrices avec les microtubules ou avec les cargos. i) La mHTT favorise la dé-

acétylation de la tubuline entraînant une altération de la liaison des protéines motrices aux 

microtubules. ii) La liaison de la kinésine aux microtubules est également perturbée par la 

phosphorylation (rond jaune) du domaine moteur de la kinésine suite à l’activation de c-Jun 

N-terminal 3 (JNK3) par la mHTT. iii) HTT-associated protein 1 (HAP1) est une protéine 

adaptatrice qui interagit avec les chaînes légères de la kinésine et la sous-unité 1 de la 

dynactine (DCTN1). La mHTT perturbe le transport axonal médié par HAP1, y compris celui 

du BDNF. La perte d’appui neurotrophique peut contribuer à la neurotoxicité dans la maladie 

de Huntington (Millecamps and Julien, 2013). 

i) L’acétylation de la tubuline est une modification post traductionnelle réversible 

qui a lieu au niveau de la lysine 40 (Lys40) sur la partie N-terminale de l’α-tubuline. Cette 

modification facilite la liaison de la kinésine aux microtubules. Cette acétylation est perturbée 

par l’histone dé-acétylase 6 (HDAC6) (Choudhary et al., 2009) ; et il s’avère que l’acétylation 

de la tubuline est réduite dans le cerveau des patients Huntington par comparaison avec des 

cerveaux contrôle (Dompierre et al., 2007) (voir Figure 12).  

ii) La mHTT altère aussi le transport axonal au travers de c-Jun N-terminal 3 

(JNK3). Il a été observé que l’activation de JNK3, qui est uniquement exprimé dans les 

neurones, est un évènement précédant l’apparition de la maladie dans des modèles souris 

de la MH (Morfini et al., 2009). JNK3 phosphoryle un résidu sérine sur le domaine moteur de 

la kinésine ce qui a pour conséquence de diminuer la liaison de la kinésine avec les 

microtubules (Morfini et al., 2009) (Figure 12). 
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iii) La mHTT réduit l’efficacité de transport des vésicules le long des microtubules 

en se liant et en retenant le GAPDH (glycéraldéhyde 3-phosphate déshydrogénase) au 

niveau des vésicules. Le GAPDH fournit de l’énergie pour le transport axonal rapide des 

vésicules (Zala et al., 2013b). En effet, la diminution des quantités de HTT à la fois in vitro et 

in vivo chez la souris entraine le détachement du GAPDH des vésicules ce qui réduit 

l’efficacité du transport. Une perturbation de l’échafaudage protéique entre la mHTT, GPADH 

et les deux moteurs moléculaires, qui couple production et consommation d’énergie 

participerait au dysfonctionnement du transport vésiculaire axonal.  

iv) Le transport bidirectionnel est également perturbé par la présence de la mHTT 

(Caviston et al., 2007). Un partenaire de liaison de la HTT est HAP1 (HTT-associated protein 

1) qui interagit avec KIF5C et DCTN1 (Engelender et al., 1997). La HTT peut également se 

lier directement aux chaînes intermédiaires de la dynéine et faciliter la mobilité vésiculaire 

bidirectionnelle (Caviston et al., 2007). HTT, HAP1 et la sous-unité p150Glued de la dynactine 

prennent part dans le trafic intracellulaire des endosomes et des lysosomes médié par la 

dynéine (Caviston et al., 2011) et dans le transport rétrograde du BDNF (Gauthier et al., 

2004). HTT, HAP1 et KIF5C de la kinésine assurent le transport rétrograde des récepteurs 

GABA de type A au niveau des synapses, et ce transport est défectueux lorsque la HTT est 

mutée (Twelvetrees et al., 2010). De plus, la HTT agirait comme un coordinateur du contrôle 

de la direction du mouvement vésiculaire le long des microtubules au travers de la 

phosphorylation au niveau de la sérine S421 (Colin et al., 2008). La phosphorylation de la 

S421 est médiée par la voie PI3K/AKT et SGK (serum- and glucocorticoid-induced kinase) 

(Humbert et al., 2002; Rangone et al., 2004) et la déphosphorylation est induite par 

l’activation de la calcineurine (Pardo et al., 2006) (Figure 12). 

Ainsi, la perte du soutien neurotrophique, un défaut de la clairance des produits 

lysosomaux et/ou l’altération de l’inhibition synaptique dans le cerveau peut contribuer à la 

neurotoxicité dans la maladie de Huntington. 

3.5. Altérations de la synapse et des circuits neuronaux 

La HTT est fortement exprimée au niveau présynaptique dans les neurones (DiFiglia et 

al., 1995) et est nécessaire pour l’établissement des circuits excitateurs corticaux-striataux 

(McKinstry et al., 2014). Les premières observations montrant de grandes similitudes entre 

les lésions excitotoxiques chez l’animal et les lésions striatales sur des cerveaux post-

mortem chez l’Homme sont à l’origine de l’hypothèse excitotoxique dans la MH : la 

neurodégénérescence striatale serait à lier à une anomalie du système glutamatergique 

couplée à une dysfonction énergétique mitochondriale. Dans les neurones, il y a une 
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perturbation de l’homéostase calcique médiée par deux mécanismes : une augmentation de 

l’entrée de Ca2+ dans les neurones du striatum et une perturbation des mécanismes de 

séquestration/relargages des stocks intracellulaire du Ca2+.  

i) Excitotoxicité Glutamatergique 

L’excitotoxicité dans le striatum se produit lorsque la signalisation glutamatergique est 

excessive et augmente les niveaux calciques intracellulaires conduisant à une perturbation 

énergétique mitochondriale et la mort cellulaire. Dans la MH, les changements de libération 

de glutamate, l’absorption et la signalisation post-synaptique convergent pour promouvoir 

l’excitotoxicité des MSN. La libération accrue de glutamate se produit aux stades précoces 

de la MH et est suivie par la perte de récepteurs glutamatergiques lors des phases 

symptomatiques, indiquant une déconnexion du cortex et du striatum (Raymond et al., 

2011). La signalisation glutamatergique initialement élevée dans les neurones peut 

également être augmentée par une concentration plus élevée du glutamate extracellulaire 

suite à une recapture réduite. En effet, au niveau des synapses cortico-striatales, le 

glutamate est pompé de l’espace extracellulaire par les astrocytes qui expriment des 

transporteurs au glutamate (GLT1 et GLAST). Il s’avère que le transporteur GLT-1 est réduit 

dans des modèles de la MH (Estrada-Sanchez and Rebec, 2012; Miller et al., 2012a), ce qui 

contribue à l’augmentation du glutamate dans l’espace inter-synaptique. 

L’augmentation extracellulaire du glutamate active la signalisation de différents 

récepteurs : 1) Les récepteurs post-synaptiques AMPA (α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-

isoxazolepropionic acid) des MSN permettent un bref afflux de cation et dépolarisent la 

membrane. 2) Les récepteurs métabotropiques aux glutamates qui participent à la réponse à 

un excès de glutamate en fonction du type cellulaire et de la voie de signalisation auxquels 

ils sont couplés. Par exemple, le groupe mGluR2/3 est exprimé au niveau des synapses 

cortico-striatales et au niveau des astrocytes et participent à la neuroprotection des 

neurones. L’activation de ces récepteurs augmentent la concentration de GLT-1 et inhibe le 

relargage du glutamate (Faideau et al., 2010; Estrada-Sanchez and Rebec, 2012) ; (Shin et 

al., 2005). 3) Les récepteurs NMDA qui sont sur-activés et surcharge milieu intracellulaire en 

ions calciques.  

La sur-activation des récepteurs NMDA peut rendre les neurones plus sensibles à 

l’excitotoxicité en raison d’une haute perméabilité aux ions calciques et une désactivation 

lente qui se traduit par une surcharge intracellulaire de calcium. La perte sélective des MSN 

du striatum par rapport aux autres types cellulaires dans les modèles chimiques de la MH 

suggèrent que la signalisation des récepteurs NMDA est un mécanisme de 

neurodégénérescence sélectif dans la MH (Beal et al., 1986; Lee et al., 2006). Cela est 
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d’autant plus vrai que la HTT peut se lier à PSD-95 une protéine post-synaptique qui régule 

la signalisation glutamatergique par son interaction avec les récepteurs NMDA (Song et al., 

2003). Les récepteurs NMDA sont composés de deux sous-unités NR1 (GluN1/GRIN1B) et 

de deux sous-unités NR2A ou NR2B (GluN2A/B ou GRIN2A/B) qui diffèrent dans leur 

propriétés au niveau de leurs canaux ioniques, de leur pharmacologie et de leur distribution 

spatio-temporelle (Liu et al., 2004) ; (Rigby et al., 1996). L’activation des récepteurs NMDA 

synaptiques favorise l’expression de gènes pro-survies, de protéines anti-apoptotiques et 

anti-oxydantes, et favorise l’expression du BDNF. En revanche, l’activation des récepteurs 

NMDA extra-synaptiques conduit à l’expression de gènes de voies de mort cellulaire, à la 

surcharge calcique mitochondriale et à la libération de facteurs apoptotiques (Sepers and 

Raymond, 2014). Les récepteurs NR2B sont majoritairement exprimés pendant les phases 

de développement post-natal et sont majoritairement présent dans les neurones immatures 

au niveau extra-synaptique (Hardingham and Bading, 2010; Milnerwood et al., 2010). Ces 

récepteurs sont notamment plus fortement exprimés dans les MSN du striatum par rapport 

aux autres sous-types de neurones et aux autres régions du cerveau. Avec une dynamique 

d’ouverture des canaux plus longue que NR2A (Heng et al., 2009), une localisation extra-

synaptique et majoritairement au niveau des MSN, la sous-unité NR2B peut contribuer à la 

vulnérabilité sélective du striatum (Figure 13).  

Cependant, la sur-activation des récepteurs NMDA ne semble pas une condition pré-

requise pour l’excitotoxicité. En effet, des concentrations normales de glutamate dans 

l’espace extra-synaptique peuvent engendrer excitotoxicité et mort neuronale dans des 

neurones présentant un déficit énergétique (Jacquard et al., 2006). Cet effet peut être 

médiée par une augmentation des concentrations de Ca2+ par les récepteurs NMDA 

(Damiano et al., 2010). La vulnérabilité accrue des neurones à l’excitotoxicité peut être aussi 

induite par une recapture réduite du Ca2 + cytosolique par la mitochondrie qui et déficiente, 

lors de la stimulation du récepteur NMDA. Dans les synapses MH (Figure 13 à droite), il y a 

une interaction forte entre la mHTT pleine longueur ou fragmentée avec PACSIN1 qui 

perturbe la suppression par endocytose des sous–unités NR2B de la membrane post-

synaptique (Marco et al., 2013), et induit l’augmentation de récepteurs NMDA contenant la 

sous-unité NR2B (qui induit une réduction de la perméabilité aux ions Ca2+) dans la 

synapse, ainsi que d’autres altérations des récepteurs NMDA.  

Les neurones striataux recevant de nombreuses afférences excitatrices, ils ont un fort 

besoin en énergie pour maintenir le potentiel membranaire. Le déficit énergétique qui 

découle de l’atteinte mitochondriale dans la MH entraine une dépolarisation partielle de la 

membrane neuronale, la levée du blocage voltage-dépendant par le magnésium des canaux 

calciques associés aux récepteurs NMDA menant à une entrée non contrôlé de Ca2+ dans le 
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neurone (Damiano et al., 2010). L’une des conséquences néfastes de l’excès de calcium 

dans le cytosol neuronal est l’ouverture du pore de transition de perméabilité mitochondriale, 

la libération de cytochrome C et l’activation des voies de mort cellulaire impliquant les 

calpaïnes et les caspases (Nicholls, 2009). 

L’altération des fonctions mitochondriales dans la MH pourrait participer à 

l’excitotoxicité médiée par le système glutamatergique et participé à la dégénérescence 

neuronale. 

ii) Dopamine et mitochondrie 

D’autres systèmes de neurotransmission jouent probablement un rôle dans la 

pathogenèse et en particulier, la dopamine, présent à des concentrations élevées dans le 

striatum par rapport à d’autres zones du cerveau et avoir un rôle important dans la 

vulnérabilité sélective du striatum par le biais d’une interaction fonctionnelle avec des 

mitochondries (Jakel and Maragos, 2000). 

Des études neurochimiques, électrophysiologiques et comportementales chez les 

patients MH et les modèles génétiques de souris suggèrent un changement bi phasique de 

la neurotransmission dopaminergique au cours de la maladie. Durant les premiers stades, la 

neurotransmission dopaminergique est augmentée conduisant aux mouvements 

hyperkinétiques qui peuvent être atténués en épuisant les stocks dopaminergiques (Spokes, 

1980; Bedard et al., 2011). En revanche, durant les derniers stades de la maladie, les 

déficits en dopamine conduisent à l’hypokinésie (Kish et al., 1987). Les modifications 

dopaminergiques affectent la modulation du récepteur du glutamate et pourraient contribuer 

à l’excitotoxicité. 

De plus il a été montré par des études de biologie cellulaire que la dopamine générait 

la production de radicaux libre par son oxydation (Charvin et al., 2005; Benchoua et al., 

2008). Les radicaux libres pourraient être d’importants médiateurs de la mort des neuronaux 

striataux et la dopamine pourrait participer au stress oxydatif en étant elle-même une source 

de radicaux libres. Enfin, la dopamine peut activer la voie pro-apoptotique JNK (Luo et al., 

1998). Recoupées avec les altérations mitochondriale, ces informations suggèrent que la 

voie dopaminergique, en produisant des radicaux libres, contribue au stress excitotoxique et 

participe à la neurodégénérescence des MSN dans la MH 

iii) BDNF 

Le mécanisme biologique moléculaire d’entrée du calcium n’est pas le seul 

responsable de l’apoptose induite par l’excitotoxicité. 
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Le BDNF est un facteur de croissance libéré par les neurones qui favorise la 

croissance des neurites et la formation de la colonne vertébrale dans le cerveau adulte (Lu 

et al., 2013a). Les neurones du striatum dépendent de la libération du BDNF par les axones 

en provenance des autres régions cérébrales En effet, le striatum ne produit pas de BDNF, 

mais sa fonction proprement dite en dépend fortement. Au niveau des MSN, il y a une 

altération de la libération du BDNF et de son récepteur tyrosine kinase, TrkB (Zuccato et al., 

2001). 

Le rôle crucial de la HTT normale dans la transcription et le transport vésiculaire du 

BDNF est perturbée par la présence de la mHTT, et entraine une réduction du support 

trophique pour le striatum (Gauthier et al., 2004; Baydyuk and Xu, 2014). Dans les neurones 

striataux exprimant la mHTT, il y a également une réduction du transport de TrkB aux 

dendrites, ce qui entraîne une diminution de la signalisation TrkB (Liot et al., 2013). Chez les 

patients atteints de la MH, l’expression du BDNF est réduite dans le cortex (Zuccato et al., 

2001) et l’expression du récepteur de TrkB est réduite dans le striatum (Gines et al., 2006). 

Le BDFN est aussi important pour la potentialisation à long terme dans le striatum en 

activant les récepteurs TrkB situés sur les MSN (Jia et al., 2010b). A long terme, en 

l’absence de signal synaptique, les axones des MSN vont dégénérer et conduire à la mort du 

neurone menant à l’atrophie striatale (Conforti et al., 2013). 
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Figure 13 : Exemple d’altération synaptique dans la maladie de Huntington. La synapse 

glutamatergique saine dans le cerveau adulte (à gauche) présente la plupart des récepteurs 

NMDA. Ces récepteurs ont une haute perméabilité pour les ions Ca2+ et sont des 

médiateurs clés de la plasticité synaptique. La sous-unité développementale NR2B est, 

cependant, présente à beaucoup plus faible densité dans les synapses matures en raison de 

sa liaison avec PACSIN1 (Protein Kinase C And Casein Kinase Substrate In Neurons 1), qui 

assure la suppression de NR2B de la membrane synaptique par endocytose à clathrine. 

Dans les synapses MH (à droite), il y a une interaction forte entre la mHTT pleine longueur 

ou fragmentée avec PACSIN1 qui perturbe la suppression par endocytose des sous–unités 

NR2B de la membrane post-synaptique (Marco et al., 2013). L’augmentation de récepteurs 

NMDA contenant la sous-unité NR2B (qui induit une réduction de la perméabilité aux ions 

Ca2+) dans la synapse, ainsi que d’autres altérations des récepteurs NMDA (Okamoto et al., 

2009; Milnerwood et al., 2010; Raymond et al., 2011), conduit à une toxicité synaptique et 

une cascade d’événements pathogènes qui contribuent aux déficits comportementaux et à la 

neurodégénérescence dans la maladie de Huntington (Daggett and Yang, 2013). 

3.6. Altérations de l’autophagie 

L’autophagie fait partie des voies importantes pour la dégradation de protéines mal 

conformées. L’autophagie se caractérise en 3 grandes types : l’autophagie coordonnée par 

les chaperons (CMA-chaperon-mediated autophagy), la microautophagie et la 

macroautophagie. La microautophagie implique la translocation des matériaux 

cytoplasmiques dans le lysosome via absorption direct au travers de la membrane du 

lysosome. Dans la CMA, les protéines solubles individuelles qui présentent un motif « 

KFERQ-like » sont sélectionnées par les chaperons, dépliées et puis transloquées au travers 

de la membrane lysosomale. L’internalisation des protéines par cette voie est assurée par la 

fonction coordonnée de protéines chaperons situées de part et d’autre de la membrane 
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lysosomale et par une protéine membranaire LAMP- 2A (lysosome-associated membrane 

protein type 2A) qui agit à la fois comme récepteur et comme une composante essentielle du 

complexe translocation. Enfin la macroautophagie, plus communément appelé « autophagie 

«, a d’abord été décrite comme un mécanisme de nettoyage des agrégats protéiques. C’est 

un mécanisme activé lors de privation en nutriment afin de reconstituer les stocks 

énergétiques. La macroautophagie est le seul processus qui permet la dégradation de 

substrats très grands tels les organites, les microbes et les agrégats. Elle se décompose en 

trois étapes principales: 1) la formation d’un autophagosome, 2) la maturation et 3) la fusion 

avec les lysosomes. Pendant la formation de l’autophagosome, une membrane isolante se 

forme et peut engloutir des portions de cytoplasme contenant des protéines et des 

organelles entiers. Une fois formé, ces autophagosomes sont transportés le long des 

microtubules pour finalement fusionner avec les lysosomes conduisant à la dégradation de la 

cargaison par les protéases lysosomales autophagiques (Martin et al., 2015). Longtemps 

considéré comme un système non sélectif, il apparait que ce processus peut être très sélectif 

pour la dégradation des organites, des bactéries, des ribosomes, des protéines spécifiques 

et des agrégats de protéines par autophagie (Kraft et al., 2010; Lamark and Johansen, 

2012). Dans l’autophagie sélective, un rôle important est joué par les protéines qui agissent 

comme des récepteurs de l’autophagie tels que p62 et NBR1 qui se lient directement à des 

homologues de ATG8 (autophagy-related gene) tel que la famille LC3 ou GABARAP. 

La HTT normale est une protéine d’échafaudage nécessaire pour la macroautophagie 

dite sélective, mais n’est pas indispensable pour la macroautophagie non sélective (Rui et 

al., 2015). La HTT interagit avec le récepteur autophagique p62 et facilite son association 

avec LC3 et avec les substrats ubiquitinylés sur la lysine-63. L’autophagie sélective au cours 

du stress atteint sa capacité maximale à la suite de la liaison de la HTT à ULK1, qui initie 

l’autophagie, ce qui libère ULK1 de la régulation négative par mTOR (mammalian target of 

rapamycin) (Rui and Le, 2015).  

De nombreuses maladies neurodégénératives sont caractérisées par un flux 

autophagique faible, conduisant à l’accumulation des substrats autophagiques et induisant 

une toxicité cellulaire (Menzies et al., 2011). Cependant, dans le cadre de la MH, il y a une 

augmentation du nombre d’autophagosomes sans perturber (voire augmenter) le flux 

autophagique (Kegel et al., 2000; Martinez-Vicente et al., 2010). Il apparaît que la mHTT 

contribue à l’activation de l’autophagie dans la cellule, chez les rongeurs et chez des patients 

MH en séquestrant et en inactivant mTOR, une enzyme qui au travers du complexe 

mTORC1, contrôle la biosynthèse des protéines, conduisant à l’induction de l’autophagie 

(Ravikumar et al., 2006). 
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De manière intéressante, il a été montré que les autophagosomes sont en réalité 

dépourvus de contenu en raison d’un déficit dans la reconnaissance des cargos (Martinez-

Vicente et al., 2010). Par conséquent, malgré une augmentation de l’initiation de la formation 

des vacuoles autophagiques, les protéines agrégées (tel que la mHTT) et les organites 

endommagés ne sont pas dégradés et continuent de s’accumuler dans le cytoplasme ce qui 

contribue à augmenter la toxicité et le stress dans les cellules (Figure 14).  

 

Figure 14 : Altération de l’autophagie dans la maladie de Huntington. (A) L’autophagie 

implique la formation de vésicules à double membrane qui incorporent des organites 

endommagés et des protéines toxiques ou agrégées, et fusionnent avec le lysosome pour la 

dégradation. (B) Dans la MH, il a été montré que l’autophagie est affectée à plusieurs étapes 

notamment un défaut de chargement des cargos, la perturbation du trafic des 

autophagosomes, et une diminution de la fusion entre autophagosomes (Martinez-Vicente et 

al., 2010). 

De tels défauts mécanistiques dans la voie de l’autophagie pourraient éventuellement 

conduire à une boucle de rétroaction négative, où la présence de mHTT résulte en une 

dégradation par autophagie défectueuse et conduit à l’accumulation de mHTT, après quoi 

les cellules répondent par un mécanisme compensatoire qui tend à augmenter l’autophagie, 

ce qui au final, mène à la neurotoxicité (Figure 15). 
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Les défauts mécanistiques de l’autophagie dans la MH sont exacerbés par l’effet de la 

mHTT sur le trafic de vésiculaire. La mHTT perturbe la motilité des autophagosomes et 

empêche la fusion de ces derniers avec les lysosomes ce qui accroit leur nombre (Wong and 

Holzbaur, 2014). Il y a une diminution de l’interaction entre la mHTT et le complexe 

optineurine/Rab8 impliqué dans le trafic vésiculaire conduisant à des 

autophagosomes/lysosomes dysfonctionnels (del Toro et al., 2009). Il est encore difficile de 

savoir à quel moment de la pathogénicité, ces défauts fonctionnels sont prédominants. On 

peut très bien penser que la dynamique de fusion peut être affectée dès les premières 

phases de la maladie, et être surmontée par la suite au travers de mécanismes 

compensatoires, après quoi, l’échec de la dégradation de la mHTT par la machinerie 

autophagique conduit à l’augmentation de la neurotoxicité.  

Alors que la macroautophagie est le mécanisme autophagique le plus couramment 

étudié, les autres voies autophagiques peuvent jouer un rôle important dans la MH. La 

mitophagie (Kim et al., 2007) se réfère à la dégradation sélective des mitochondries 

dysfonctionnelles dont une régulation positive serait donc bénéfique pour le devenir des 

cellules.  

 

Figure 15 : Modèle pour la régulation de l’autophagie dans les protéinopathies. Un 

système interconnecté existe dans l’autophagie et est en mesure de contrôler les niveaux de 

protéines agrégées intracytoplasmiques (flèche verte). Cependant, ces protéines sont 

également en mesure de participer au contrôle du flux autophagique (flèches bleues). En 

outre l’autophagie peut aussi être régulée en utilisant des médicaments (flèche rouge). 

L’équilibre entre ces facteurs va modifier la survie des cellules. 
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Prise dans leur ensemble, il est clair qu’il y a une interaction complexe entre les 

multiples formes de l’autophagie dans la MH et que la présence de la mHTT peut perturber 

les voies autophagiques à plusieurs niveaux ce qui participe à l’accumulation des 

biomolécules endommagées au sein de la cellule et renforce le stress cellulaire (Figure 15). 

Une grande interrogation est de savoir si toutes ces perturbations impactent sur la 

capacité du neurone à résister au stress induit par la présence de la mHTT.  
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Chapitre 3 - FOXO3 et Homéostase Cellulaire 
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Les gènes « Forkhead box », ou FOX, sont des gènes régulateurs de la transcription 

issus d’une ancienne famille évolutive nommée d’après le gène Fork Head de la drosophile 

(fkh). Des mutations dans le gène fkh entraînent un défaut dans le repliement de la tête au 

cours de l’embryogénèse, conduisant chez la drosophile adulte à un phénotype en tête de 

fourche (fork head) (Weigel et al., 1989). Des nombreux gènes FOX ont été identifiés dans 

des espèces différentes allant de la levure à l’humain en passant par C. elegans ; et ont été 

classés en sous-familles comme FOXO et FOXP. 

Bon nombre de ces gènes ont des fonctions biologiques importantes au travers de ces 

espèces ; fonctions allant du cycle cellulaire à la différenciation de l’épithélium, et du 

développement du placenta à la formation de l’oreille interne. La conservation évolutive du 

domaine de liaison à l’ADN entre les membres orthologues de la famille des gènes FOX est 

remarquable. En effet, par exemple, on retrouve 90% de similitude entre le gène fkh de la 

drosophile et le gène humain FOXA1. 

De nombreux gènes FOX sont mutés ou perturbés dans des maladies humaines 

entraînant des perturbations aussi bien dans l’organogenèse que dans l’acquisition du 

langage (Tuteja and Kaestner, 2007a, b). De plus, de récentes découvertes sur l’importance 

de la régulation des gènes FOX notamment dans le cancer du sein et de la prostate 

démontrent la grande contribution de ces gènes dans les processus primordiaux assurant la 

santé chez l’homme. 

Au travers des prochains paragraphes, je tenterais de présenter nous allons tenter de 

comprendre comment les facteurs de transcription FOX et notamment ceux de la sous-

famille O sont régulés et régulent les mécanismes d’homéostase cellulaire. 

1.  Forkhead : Facteur de transcription hautement conservé 

1.1. Découverte et classification des gènes FOX 

La caractéristique commune des facteurs de transcription FOX est un domaine de 

liaison à l’ADN d’environ 100 résidus, le domaine forkhead (FBHE – Forkhead Binding 

Element), domaine qui est hautement conservé entre tous les membres de la famille FKH. 

C’est la convergence des découvertes scientifiques issues de deux continents différents et 

de deux espèces différentes qui a conduit à l’indentification des premiers membres de cette 

famille de protéine de liaison à l’ADN, il y a de cela plus de 25 ans. 

La première mention de la famille des facteurs de transcription FOX revient à Detfel 

Weigel et collègues en 1989 (Weigel et al., 1989) qui, en clonant le gène responsable du 



 63 

phénotype forkhead, mirent en évidence un gène qui ne présentait pas les homéodomaines 

connus jusqu’alors. Peu de temps après, l’ADNc encodant pour le facteur hépatocytaire 3α 

(hepatocyte nuclear factor 3α - HNF3α), maintenant connu sous le nom de FOXA1, a été 

cloné chez le rat (Lai et al., 1990). De la même manière, la séquence de FOXA1 ne 

présentait elle aussi aucune similarité avec les motifs de liaison à l’ADN connus, comme 

ceux que l’on peut retrouver chez les récepteurs nucléaires ou les facteurs de transcription 

avec des motifs en doigts de zinc. Cependant, Lai et collègues (Lai et al., 1990) parvinrent à 

délimiter la région de fixation à l’ADN dans la protéine FOXA1 au niveau des acides aminés. 

Et en 1990, Weigle et Jäckle (Weigel and Jackle, 1990) mirent en évidence une étonnante 

similarité entre les 110 acides aminés centraux des protéines FOX de D. melanogaster et 

des mammifères. Il apparaît que cette séquence de 110 acides aminés contient la totalité du 

domaine de liaison à l’ADN identifié par Lai et collègues chez FOXA1, Weigle et Jäckle 

suggérèrent donc le nom de forkhead domain pour ce nouveau motif particulier de liaison à 

l’ADN.  

 

Figure 16 : Structure tridimensionnelle du domaine Forkhead. (a) Topologie du domaine 

Forkhead. Les hélices H4 et H5 ne sont présentes que dans certains domaines Forkhead. 

(b) Représentation en ruban du domaine Forkhead de FOXO4. L’agencement du domaine 

est : H1-H2-S1-S2-H3-W1-W2-S3. Le brin S1, qui est inséré entre les hélices H1 et H2, 

interagit avec les brins S2 et S3 pour former un feuillet β antiparallèle à trois brins torsadés. 

La partie N-terminale du domaine est formée par un groupe de trois hélices α, tandis que la 

partie C-terminale est constituée des feuillets β S2 et S3 et deux grandes boucles (« wing » 

W1 et W2) qui ressortent du feuillet β (Obsil and Obsilova, 2008). 

La structure du domaine canonique FBHE de liaison à l’ADN a été étudiée pour de 

nombreux gènes FOXs : FOXA1 (Cirillo and Zaret, 2007), FOXA3 (Clark et al., 1993), 

FOXD3 (Jin et al., 1999), FOXK1 (Tsai et al., 2006), FOXO3 (Tsai et al., 2007) ou encore 

FOXO4 (Boura et al., 2010). Il est composé de trois hélices α (H1, H2, H3), trois feuillets β 

(S1, S2, S3) et deux régions « Wings » (W1 et W2) (Obsil and Obsilova, 2008) (Figure 16). 

La plupart des protéines se lient aux FOX en tant que monomères, en contact avec leurs 

séquences cibles au niveau de la troisième hélice α, des résidus et au niveau des deux 
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régions « Wings » qui représentent « les ailes » de la protéine (Hannenhalli and Kaestner, 

2009). 

Au cours des dernières décennies, des centaines de gènes FOX ont été identifiés dans 

de nombreuses espèces et nommés de manière assez confuse par les chercheurs. Afin de 

fournir un système de classement permettant l’étude des gènes FKH ; en l’an 2000 un 

comité proposa une classification basée sur l’analyse phylogénétique de 172 protéines FOX 

au travers de 14 espèces différentes (incluant les multiples isoformes pour certaines 

protéines) (Kaestner et al., 2000). Basés sur les similarités présentent dans le domaine 

FBHE, les gènes FOX furent ainsi divisées en 15 sous familles allant de FOXA à FOXO. 

Depuis Kaestener et collègues en 2000, l’arbre phylogénétique s’est agrandi et comporte 4 

classes supplémentaires – de FOXP à FOXS (http://www.biology.pomona.edu/fox/). A 

présent, 19 clades ont été identifiés et sont connus (Figure 17). 

 

Figure 17 : Arbre phylogénétique partiel des facteurs de transcription FOX chez les 

chordés basé sur l’analyse des séquences des domaines FBHE de liaison à l’ADN à 

partir de la méthode du Neighbour-Joining. La mesure de distance utilisée est la 

différence moyenne de caractères. L’arbre est enraciné en utilisant le gène HOMO QRF1 

(AF086040) comme groupe de référence. Les chiffres sur les branches sont les 

http://www.biology.pomona.edu/fox/
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pourcentages de bootstrap. Pour chaque protéine sont indiqués l’organisme, le nom, le 

numéro d’accession et le nom «FOX» (http://www.biology.pomona.edu/fox/). 

1.2. Diversité fonctionnelle des gènes FOX 

Bien qu’il existe une similarité dans leur domaine de liaison à l’ADN et donc dans leur 

motif de reconnaissance à l’ADN, les différentes protéines FOX ont acquis au cours de 

l’évolution une grande diversité fonctionnelle. En effet, quand les gènes d’une même famille 

se multiplient au travers d’événements de duplication, souvent les nouveaux membres 

évoluent et développent des fonctions distinctes du gène initial (Lynch and Conery, 2000). 

Cependant, chevauchements et redondances fonctionnels peuvent être maintenus pendant 

de très longues périodes évolutives comme c’est le cas pour FOXA1 et FOXA2 qui 

coopèrent pendant la morphogénèse des poumons et du foie (Lee et al., 2005; Wan et al., 

2005) ; bien que les séquences protéiques FOX présentent plus de similarité entre elles que 

les séquences des domaines FBHE. 

La diversité fonctionnelle des protéines FOX peut s’expliquer par le biais de deux 

facteurs. D’une part les protéines FOX peuvent interagir avec différents partenaires 

notamment des cofacteurs ou des enzymes de restriction. D’autre part, on explique aussi 

cette diversité par l’existence de profils d’expression qui varient de manière spatio-

temporelle. En général, les facteurs de transcription paralogues possédant un motif similaire 

de liaison à l’ADN ont tendance à avoir des domaines d’expression divergents, de sorte que, 

dans un contexte cellulaire particulier, au maximum un des paralogues est fortement exprimé 

(Singh and Hannenhalli, 2008). Bien que de nombreuses études expérimentales aient 

démontré les fonctions précises d’un sous-ensemble de protéines FOX dans plusieurs 

espèces, une meilleure compréhension de l’évolution et de la diversification fonctionnelle de 

la famille FOX apparaît comme un objectif important à long terme.  

http://www.biology.pomona.edu/fox/
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Tableau 3 : Tableau représentant la diversité fonctionnelle retrouvée dans la famille des 
protéines FOX. (Modifié d’après (Tuteja and Kaestner, 2007b, a) ainsi que l’ensemble de la littérature.) 

 

  

Nom du 

gène Humain 

(localisation)

Régulé par: Régule: Implications développementales et cellulaires 

FOXA1      

(14q21.1)

FOXA2, FOXA3, RXRA, PMA, MSA, Ie86, 

INS1, NR0B2,DHT, POU5F1, FOXD3, GR, 

PRKACA, LRP5, ER 

GCG, TCF1, TFF1, INS1, PRDM15, 

XBP1, PISD, COL18A1, NRIP1, 

ATP5J, DSCAM, NDUFV3, SOD1, 

LIN52, PFKFB1, ER

Différenciation des cellules épithéliales, morphogénèse 

de branchements, développement des poumons, du foie, 

de la prostate et du pancréas. Ouverture de la chromatine 

compacte par intéraction avec les  histones. Participe à la 

régulation des récepteurs aux oestrogènes.

FOXA3    

(19q13.32)

TCF1, FOXA2, TCF2, PMA,Ie86, 

AGN194204, fénofibrate, acide Pirinixic, 

CLOCK, NR0B2, GR, PRKACA

FOXA1, FOXA2, TF, TAT, CYP2C8, 

CYP2C9, CYP2C19, CYP3A4, 

SLC2A2, TCF1, NR3C1, albumine, 

PEPCK

Homéostase du glucose cellulaire, réponse à la privation 

nutritionnelle, Ouverture de la chromatine compacte par 

intéraction avec les  histones.

FOXB1     

(15q22.2)
CTNNB1

Développement du tube neural, processus d'innervation 

chez les mammifères. 

FOXC2     

(16q24.1)

LY294002, TNF, CITED2, Ins, IKBKG, IGF2, 

INSR, CHUK, NFKBIA, D98059, 

wortmannine, SHH, ER, PDGF-BB, MA

FABP4, CEBPA, PRKAR1A, PLIN, 

ADIPOQ, LFNG, UCP1, PPARGC1A, 

EFNB2, DLL1, MESP1, PPARA, 

NOTCH1, LC2A4, HES5

Prolifération cellulaire, développement des reins, du 

cœur, de l'uretère et du squelette 

FOXD3       

(1p31.3)
Acide rétinoïque, IL3, PAX3 FOXA1, FOXA2

Différenciation cellulaire du trophectoderme, 

développement placentaire

FOXE1       

(9q22.33

TSH, TNF, IFNG, Forskoline, IGF1, TG, 

A23187, Insuline, PMA, CREB1, Décitabine, 

DH

TPO, SLC5A5, hormones 

thyroïdiennes
Développement de la glande thyroïde et du palais

FOXF2        

(6p25.3)

IKBKB, IKBKG, CHUK, TITF1, NFKBIA, 

TNF, SMO

TITF1, NFKBIA, TNF, SMO

WNT5A, Col I, Collagène de Type

IV, CTNNB1

Prolifération des cellules épithéliales, développement du 

colon

FOXG1         

(14q12)

SH2B1, Insuline, Fsh, NGFB, acide oléique, 

AKT1, acide glutamique, INS, IGF1, OTX1, 

OTX2, GBX2, CHRD, NOG, LPS

BCL2L11, CDKN1A, CDKN1B, FASLG, 

CDKN2B, Cdkn2b, SERPINE1, 

FOXH1, SMAD2, RB

Différenciation neuronale, progression du cycle cellulaire, 

développement du prosencéphale

FOXI1          

(5q35.1)

SLC26A4, SLC4A9, SLC4A1,

ATP6V1B1, SLC12A3
Développement de l'oreille interne

FOXK1                           

(7p22.1)

Régulation la progression du cycle cellulaire dans les 

progéniteurs myogénique 

FOXN1                   

(17q11.2)

WNT5B, WNT4, BMP4,

Noggin

FAM57A, SERPINB1, GZMA, MREG, 

IL7, TRG, PPP1R16B, C19ORF28, 

CD274, IVL

Prolifération des cellules épithéliales, différenciation des 

kératinocytes , développement des follicules pileux et du 

thymus . 

FOXN4

(12q24.12
NEUROD4, NEUROD1, PROX1

Induction neurale, genèse des cellules amacrines et 

horizontales 

FOXO1   

(13q14.11)

Akt, IGF1, LY294002, Insuline,

IRS1, IRS2, wortmannine,

PTEN, INS, PDPK1, IL6,

FOXO1A, C5b9, TNF, PGC1-α

CK1, BCL2L11, IGFBP1, CDKN1B, 

FASLG, SERPINE1, TNFSF10, 

CXCR4, CCNG2, GADD45A, PRL, 

MYOD1, BCL2L1

Régulation la signalisation de l'insuline, inhibition de la 

prolifération cellulaire et/ou induction de l'apoptose,  

développement des vaisseaux sanguins, du diaphragme 

et du sac vitellin.  Régulateur principal de l'équilibre redox 

et du contrôle des ostéoclastes.

FOXO2       

(1p34.1)

FOXO3           

(6q21)

Akt, LY294002, IGF1, peroxyde 

d'hydrogène, PI3K, EPO, P53, SGK, 

IKBKB, CHUK, SHC1, IL3, DYRK1a, JNK3, 

STAT3, E2F1, SIRT1, PDGF, FGF

BCL2L11, CDKN1B, CCNG2, FASLG, 

FBXO32, CDKN1A, RBL2, GADD45A, 

FOXO3A, BNIP3L, SOD2, NOS2A, 

BBC3, HBP1, JNK3

Différenciation des érythrocytes, inhibition de l'activation 

spontanée des lymphocytes T et  de l'auto-immunité; 

Inhibition de la prolifération et/ou induction de l'apoptose, 

régulation du cycle cellulaire, 

FOXO4          

(Xq13.1)

 IGF1, JINK1/2, MAPK10, MAPK8, RALA, 

wortmannine, Akt, RGL2, LY294002, 

RALGPS1, Ras, naltrindole, INS1

CDKN1B, CDKN1A, VEGFA, BCL6, 

RBL2, CDC42EP3, LEMD3, 

GADD45B, SGK, OVOL1, EPO, 

GADD45A, CTGF, JAG1, IER3

Régulation négative de la prolifération cellulaire; 

progression du cycle cellulaire, différenciation cellulaire 

FOXO6          

(1p34.1))
Potententialisation de la méméoire à long terme

FOXP2           

(7q31)
 En, GATA6, FOXP2 SFTPC, SCGB1A1, FOXP2 

Développement du noyau caudé, du cervelet et du 

putamen

FOXP3     

(Xp11.23)

TGFB1, Cd3, prostaglandine E2, CD28, 

cyclosporine A, Tcr, TGAL copolymère, 

PTGER4, CBLB, PTGER2, Flagelline, 

LEPR, PLP1, AG490, CTLA4

IL4, IL2, IL5, IL2RA, SMAD7, ITGAE, 

ERBB2, SELL, IgG2a, IgM, IgG1, 

CD40LG

Régulation du développement des lymphocytes T, 

FOXQ1         

(6p25.3)
flutamide, TITF1, DHT Telokin Régulation de la fonction des lymphocytes Natural Killer. 

Identique à FOXO3 



 67 

2.  Facteurs de transcription FOXO3  

Les facteurs FOXO sont très étudiés pour leur rôle dans l’homéostase cellulaire. 

D’abord identifiés chez l’Homme au travers des translocations chromosomiques qui 

conduisent aux rhabdomyosarcomes et à la leucémie myéloïde aiguë (Parry et al., 1994; 

Hillion et al., 1997), ils sont classés sous le terme de « Forkhead Homologue in 

Rhabdomyosarcoma » (FKHR). Par la suite, il a été montré que la voie Akt réprime FKHR 

(Paradis and Ruvkun, 1998; Brunet et al., 1999a; Tang et al., 1999). Des études portant sur 

le facteur DAF-16/FOXO (Furuyama et al., 2003) orientent alors la découverte chez l’homme 

de 3 facteurs orthologues. La première codification en fut alors : « AFX (acute-

lymphocyticleukaemia-1 gène fusionné sur le chromosome X), FKHR (Forkhead in 

rhabdomyosarcoma) et FKHR-L1 (FKHR-like 1).  

La sous-famille des facteurs de transcription FOXO est conservée de C. elegans aux 

mammifères. Chez C. elegans, on retrouve un gène FOXO (DAF-16) (Burgering and Kops, 

2002) tandis que chez les mammifères on retrouve quatre gènes FOXO: FOXO1 (FKHR), 

FOXO3 (FKHRL1), FOXO4 (AFX) et FOXO6 (Anderson et al., 1998; Jacobs et al., 2003). 

Chez les mammifères, les protéines FOXO ont le même site de liaison à l’ADN et plusieurs 

cibles transcriptionnelles en commun. Néanmoins, elles présentent des fonctions biologiques 

distinctes et le répertoire des cibles varie beaucoup en fonction du type cellulaire et de 

l’espèce. Chez la souris, par exemple, l’invalidation de Foxo1 est associée à la mortalité 

embryonnaire et les souris ne survivent pas après E10.5 (Furuyama et al., 2004). Les souris 

KO pour Foxo3 survivent mais présentent un syndrome lymphoprolifératif, une inflammation 

des organes et pour les femelles, une infertilité liée à l’âge (Castrillon et al., 2003). En 

revanche, les souris KO pour Foxo4 et Foxo6 ne présentent pas de phénotype embryonnaire 

(Hosaka et al., 2004).  

Les profils d’expression sont eux aussi spécifiques. L’expression de FOXO1 est élevée 

dans les tissus adipeux, l’utérus et les ovaires ; FOXO3 est fortement exprimé dans le 

cerveau, la rate et le cœur ; FOXO4 est fortement exprimé dans les muscles squelettiques et 

cardiaques, et FOXO6 est exprimé quasiment exclusivement dans le cerveau (Hoekman et 

al., 2006). Nous verrons que le modèle d’action qui émerge pour les facteurs FOXO est celui 

de facteurs de transcription qui ont un spectre d’action large mais relativement spécifique 

dans leur rôle de gardiens cellulaires en réponse aux signaux que reçoit la cellule, et que ce 

rôle peut avoir un impact sur plusieurs structures sub-cellulaires comprenant par exemple le 

noyau, les mitochondries et la synapse.  
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2.1. Mécanismes régulateurs de FOXO3 

Les facteurs de transcription FOXO sont étroitement régulés de sorte que la régulation 

de leurs cibles est ajustée en fonction des conditions environnementales. Une des voies de 

régulation principale est la phosphorylation des protéines FOXO par Akt en réponse à 

l’insuline ou aux facteurs de croissance (voie Insuline/IGF-1 – IIS). La phosphorylation sur 

trois résidus favorise la rétention cytoplasmique des FOXO, ce qui inhibe la transcription. Les 

facteurs FOXO sont également phosphorylés par d’autres kinases. En plus des modifications 

post-traductionnelles (phosphorylations), les gènes FOXO se lient également à des 

complexes co-activateurs ou co-répresseurs et ils sont acétylés. Les protéines FOXO 

peuvent également être mono-ubiquitinylées dans des conditions de stress oxydatif, ce qui 

augmente leur activité transcriptionnelle. Enfin, les FOXO sont également poly-ubiquitinylées 

et ciblés pour dégradation par le protéasome. Dans les paragraphes suivants, nous mettrons 

en lumière les voies de signalisation qui régulent l’activité transcriptionnelle de FOXO3.  

i) Régulation de la localisation sub-cellulaire de FOXO3. 

Après que l’insuline, IGF1 ou d’autres facteurs de croissance se lient à leur récepteur 

tyrosine-kinase et activent la phosphoinositide 3-kinase (PI3K), plusieurs sérines-thréonines-

kinases qui comprennent entre autres les protéines de la famille Akt et Serum and 

Glucocorticoid regulated Kinase (SGK) sont activées (Cantley, 2002). Tous les membres de 

la famille FOXO contiennent trois sites consensus de phosphorylation (RXRXXS / T) de Akt : 

une thréonine (T32) N-terminale, une sérine FBHE (S253) et une sérine (S315) C-terminale. 

T32 et S253 sont nécessaires pour l’export nucléaire des FOXOs et la liaison aux protéines 

14-3-3 (Walker et al., 1998; Brunet et al., 1999a; Kops and Burgering, 1999; Brownawell et 

al., 2001; Rena et al., 2002). La sérine S253 est nécessaire pour la phosphorylation des 

deux autres. La phosphorylation de la sérine S315 par Akt/SGK provoque l’exportation du 

noyau vers le cytoplasme de FOXO3 (Brunet et al., 2001; Rena et al., 2002). Au travers 

d’une liaison avec les protéines 14-3-3 qui se lient à FOXO3 phosphorylé (Brunet et al., 

1999a; Brunet et al., 2002), FOXO3 est exporté vers le cytoplasme suite à un changement 

conformationnel qui expose le signal d’export nucléaire et entraîne une interaction entre 

FOXO3 et l’exportine/GRC1 (Brunet et al., 2002). D’autre part, les protéines 14-3-3 peuvent 

également bloquer l’import nucléaire en masquant le signal de localisation cellulaire 

(Brownawell et al., 2001; Brunet et al., 2002). SGK est régulé au niveau transcriptionnel et 

protéique par le sérum, les glucocorticoïdes et le stress au travers de la voie de signalisation 

PI3K/PDK1(Brunet et al., 2001; Leong et al., 2003). Il s’avère que les protéines Akt et SGK 

ont des substrats identiques, ce qui rend difficile de distinguer leurs activités respectives. 

Cependant le fait que SGK soit activé par autant de stimuli différents, l’absence d’un 
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domaine d’homologie à la pleckstrine dans sa structure et une phosphorylation majoritaire 

sur la sérine S315, permet vraisemblablement de différencier leur rôle in vivo (Kobayashi 

and Cohen, 1999; Brunet et al., 2001). 

ii) Autres types de phosphorylation de FOXO3 

D’autres kinases régulent l’activité des facteurs de transcription FOXO : 

La Casein Kinase 1 (CK1) phosphoryle les sérines S318 et S321. La phosphorylation 

par Akt du site S315 C-terminal est essentielle pour la phosphorylation des deux autres 

sérines par CK1 (Rena et al., 2002). CK1 peut être activée suite à des dommages de l’ADN 

(Santos et al., 1996; Zhu et al., 2014) et en inhibant l’activité transcriptionnelle de FOXO3, 

peut participer à l’inhibition du cycle cellulaire entre autre, permettant probablement la 

réparation de l’ADN.  

La kinase Dual specificity tyrosine-phosphorylation-regulated kinase 1A (DYRK1a) 

phosphoryle la sérine S644 (Greer and Brunet, 2005). DYRK1a est une serine-thréonine 

kinase dont la fonction n’est pas encore très bien caractérisée mais qui semble impliquée 

dans diverses fonctions neurodéveloppementales et dans la physiologie du cerveau adulte 

(Becker and Sippl, 2011). Un des sites de phosphorylation de DYRK1a est présent sur 

FOXO3 au niveau de la S325. Ce site est adjacent aux deux sites de phosphorylation par 

CK1 (S318 et S321) et est constitutivement phosphorylé (Woods et al., 2001; Rena et al., 

2002).  

La voie pro-apoptotique c-Jun N-terminal kinase (JNK) régule de manière positive 

l’activité de daf16/FOXO3 chez C. elegans et chez la drosophile, l’activation de la voie JNK 

augmentant fortement l’espérance de vie dans ces deux espèces. Il a été démontré que JNK 

antagonise la voie PI3K/Akt et favorise la translocation nucléaire de DAF-16/FOXO3 pour 

réguler la durée de vie chez les invertébrés (Oh et al., 2005; Wang et al., 2005; Huang and 

Tindall, 2007). JNK régule FOXO3 à différents niveaux (Essers et al., 2004; Wang et al., 

2005). i) L’activation de JNK in vitro induit la phosphorylation de la sérine S184 de 14-3-3 et 

conduit à la dissociation de FOXO3 et de 14-3-3 dans le cytoplasme, et permet la 

relocalisation nucléaire de FOXO3 (Sunayama et al., 2005). Cette translocation nucléaire 

induit la transcription de gènes cibles de FOXO3 telle que la protéine pro-apoptotique de la 

famille BCL2, Bim (Bcl-2-interacting mediator of cell death protein (Ness et al., 2006). ii) JNK 

régule FOXO3 au travers de l’activation de MST1. JNK phosphoryle MST1 sur la serine S82 

et MTS1 phosphoryle à son tour FOXO3 qui active les voies pro-apoptotiques (Bi et al., 

2010). 3). iii) Des mécanismes supplémentaires régissant la fonction FOXO3 par JNK 
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pourraient être liés à la régulation de la protéine Akt ou de certaines phosphatases qui 

participeraient à la déphosphorylation de FOXO3 (Li et al., 2015). 

Parmi les kinases qui modulent la régulation des FOXO, on peut noter la MST 

(Mammalian Sterile20-like) qui est impliquée dans le contrôle de la croissance (Lehtinen et 

al., 2006), l’AMPK (AMP-activated protein Kinase) qui est activée à la suite d’un ratio élevé 

AMP/ATP (Apfeld et al., 2004; Greer et al., 2007) et la voie p38MAPK (p38 Mitogen-

Activated Protein kinase) qui influence l’immunité innée et la réponse au stress chez C. 

elegans (Troemel et al., 2006). 

iii) Dégradation de FOXO3  

Bien que le facteur de transcription FOXO3 soit régulé majoritairement par des 

changements réversibles de sa localisation sub-cellulaire, la dégradation de FOXO3 

représente un niveau de régulation supplémentaire irréversible qui accompagne souvent la 

transformation cellulaire (Hu et al., 2004b; Huang et al., 2005). 

La dégradation des facteurs de transcription FOXO est médiée par la voie ubiquitine-

protéasome (Matsuzaki et al., 2003; Plas and Thompson, 2003; Aoki et al., 2004; Hu et al., 

2004b; Huang et al., 2005) et requière Akt (Huang et al., 2005). Cependant, il semblerait que 

des complexes spécifiques d’E3 ubiquitine-ligase sont nécessaires pour la dégradation des 

différents membres de la famille FOXO. Skp2, une sous-unité du complexe SCF 

(Skp1/Cul1/F-box) E3 ubiquitine-ligase, ne se lie que sur FOXO1. MDM2, une autre E3 

ubiquitine ligase spécifique serait impliquée dans la dégradation par ubiquitinylation de 

FOXO3 après phosphorylation par ERK (Yang et al., 2008; Fu et al., 2009). 

FOXO3 peut également interagir et être phosphorylé par la kinase Iκκβ (Ikkβ), 

indépendante de l’activité PI3K (Hu et al., 2004a). Ikkβ induit la phosphorylation de FOXO3 

au niveau de la sérine S644 et conduit à l’ubiquitinylation et la dégradation de FOXO3 (Hu et 

al., 2004a). 

iv) Acétylation de FOXO3 : rôle des sirtuines  

Les facteurs de transcription FOXO sont étroitement régulés par un jeu de 

phosphorylation. Cependant, cet équilibre ne suffit pas à lui seul à rendre compte de toutes 

les différentes actions de facteurs de transcription FOXO. En effet, un niveau supplémentaire 

de régulation des gènes FOXO est leur liaison à des complexes co-activateurs ou co-

répresseurs et les modifications ultérieures des niveaux d’acétylation des FOXO.  

Une série d’études a mis en évidence un lien entre les facteurs FOXO et la famille des 

dé-acétylases SIR2 (Brunet et al., 2004; Daitoku et al., 2004; van der Horst et al., 2004). La 
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famille SIR2 code pour des dé-acétylases de classe III qui utilisent le NAD+ comme 

cofacteur (Imai et al., 2000). Chez la levure, les vers et les mouches, l’expression de SIR2 

prolonge la longévité (Kaeberlein et al., 1999; Guarente, 2000; Rogina and Helfand, 2004; 

Wood et al., 2004). Dans les cellules de mammifères, FOXO3 et SIRT1 (silent mating type 

information regulation 2 homolog) interagissent en réponse au stress oxydatif. SIRT1 

catalyse directement la dé-acétylation de FOXO3 in vitro et participe à la dé-acétylation de 

ces facteurs dans les cellules in vivo (Brunet et al., 2004; Daitoku et al., 2004; Motta et al., 

2004; Wang et al., 2012).  

Les effets de SIRT1 sur la fonction des FOXO semblent varier en fonction des gènes 

cibles de FOXO. Par exemple, la dé-acétylation de FOXO par SIRT1 augmente l’activité 

transcriptionnelle de FOXO3 (Daitoku et al., 2004; van der Horst et al., 2004; Kitamura et al., 

2005). D’autres études montrent que la présence de SIRT1 a donné lieu à une régulation 

négative de l’activité transcriptionnelle de FOXO3 (Motta et al., 2004; Wang et al., 2012; 

Wang et al., 2015). Cependant la forme dé-acétylée de FOXO3 était facilement ubiquitinylée 

et dégradée, ce qui compenserait l’augmentation de l’activité transcriptionnelle (Wang et al., 

2012; Wang et al., 2015). Par conséquent, l’activité de FOXO3 est régulée de façon fine par 

plusieurs facteurs, les contradictions apparentes sur la répression ou l’activité de FOXO3 

sont sans doute liées à des régulateurs qui restent à identifier. 

v) Régulateurs amont de FOXO3 

Bien que FOXO3 soit exprimé de façon ubiquitaire dans tous les tissus, son niveau 

d’expression varie en fonction du type cellulaire et des conditions physiologiques, ce qui 

suggère que transcription et traduction de FOXO3 sont contrôlées avec précision. 

Contrairement à la fonction transcriptionnelle bien caractérisée de FOXO3, on en savait peu 

sur la façon dont l’expression de FOXO3 lui-même est régulée.  

E2F-1 est le premier facteur de transcription identifié qui active la transcription de 

FOXO3 (Nowak et al., 2007). On retrouve deux sites de liaison à E2F-1 dans le promoteur 

de FOXO3. E2F-1 se lie aux promoteurs in vivo et induit la transcription du gène endogène 

FOXO3 (Nowak et al., 2007).  

STAT3 est un régulateur transcriptionnel de FOXO3 : Il se lie au promoteur de FOXO3 

et augmente sa transcription, ce qui empêche la prolifération des lymphocytes T et contribue 

à la quiescence lymphocytaire (Oh et al., 2011).  

FOXO3 interagit aussi avec le facteur de transcription et suppresseur de tumeur P53 

(You et al., 2004; You et al., 2006a). P53 induit la transactivation directe du gène FOXO3 et 
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ces deux facteurs de transcription peuvent fonctionner ensemble au sein d’un vaste réseau 

de régulation au cours du vieillissement (Renault et al., 2011).  

Curieusement, on retrouve dans les promoteurs du gène FOXO3 des domaines FBHE, 

ce qui laisse supposer que FOXO3 stimule sa propre transcription formant ainsi une boucle 

de rétroaction positive.  

Autres régulateurs de FOXO3, PDGF (Platelet Derived Growth Factor) et FGF 

(Fibroblaste growth factor) activent la voie PI3K, et déclenchent ainsi la séquestration de 

FOXO3 dans le cytoplasme, ce qui perturbe la transcription des gènes qui sont FOXO-

dépendant, et régule positivement la voie prolifération cellulaire (Essaghir et al., 2009). 

L’ensemble des régulations de FOXO3 (phosphorylation/déphosphorylation, 

acétylation/dé-acétylation, dégradation, activation transcriptionnelle) interviennent toutes 

dans un cadre de maintien de l’homéostase cellulaire, et les nombreuses interconnections 

entre les différentes régulations démontrent l’importance qu’un équilibre stable doit être 

trouvé et maintenu au sein de la cellule pour s’assurer de la qualité des processus médiés 

par la régulation du facteur de transcription FOXO3. 

2.2. Mécanismes régulés par FOXO3 

Les caractéristiques et le rôle des facteurs de transcription FOXO ont été largement 

étudiés et ont récemment permis de mettre en évidence l’importance de la famille FOXO 

dans de nombreux processus cellulaires et moléculaires. Ils peuvent activer ou inhiber la 

transcription de gènes cibles impliqués dans la régulation du stress oxydatif, de la 

protéostase, de la prolifération cellulaire, de l’autophagie, du métabolisme et de 

l’inflammation (van der Horst and Burgering, 2007), à savoir des processus biologiques qui 

sont altérés dans la MH. Les FOXO sont des promoteurs de la survie cellulaire si le stress 

cellulaire est gérable. Dans le cas contraire, ils sont capables de déclencher la mort cellulaire 

(Webb and Brunet, 2014). Dans ce paragraphe, nous allons explorer les fonctions qui sont 

sous contrôle de FOXO3 (Figure 18). 
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Figure 18 : Représentation de l’implication des facteurs de transcription FOXO au sein 

de l’organisme. Les facteurs de transcription FOXO sont impliqués dans un ensemble 

complexe de régulations à la fois tissus spécifiques et systémiques. On peut noter leurs 

implications dans les processus développementaux, métaboliques, suppresseurs de tumeur 

et leur forte implication dans les processus de longévité notamment dans le maintien des 

pools de cellules souches (Monsalve and Olmos, 2011). 

2.2.1. Régulation du cycle cellulaire 

i) Régulation de la famille CIP/KIP  

La régulation temporelle du cycle cellulaire se fait par des activations séquentielles 

d’une famille de sérine-thréonine kinase appelée CDK (Cyclin dependent kinase). De 

nombreuses CDK inhibitrices (CDKI) sont nécessaires pour assurer une activation précise 

des CDK pendant les différentes phases du cycle cellulaire (Lee and Kim, 2009). La 

perturbation du contrôle du cycle cellulaire est retrouvée de manière quasi universelle dans 

les cancers et notamment la surexpression de CDKI p27/KIP1 (CDKN1B) qui inhibe le 

complexe cyclin E–CDK2 (Belletti et al., 2005). Dans les cellules quiescentes, FOXO, 

localisé dans le noyau peut se lier au promoteur de CDKN1B et initier sa transcription 

(Medema et al., 2000). Comme nous l’avons vu, en réponse aux facteurs de croissance, 

FOXO3 est phosphorylé, exporté et retenu dans le cytoplasme ce qui lève l’inhibition 

transcriptionnelle CDKN1B et permet la prolifération cellulaire (Dijkers et al., 2000b). 

L’activation de FOXO3 est suffisante pour accroître les niveaux d’ARNm et de protéines de 

CDKN1B, et ainsi induire l’apoptose (Medema et al., 2000). FOXO3 module la sortie ou 

l’entrée dans le cycle cellulaire des cellules quiescentes en régulant aussi les membres de la 
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famille du rétinoblastome p130 (Kops et al., 2002a). Conformément à son rôle dans l’arrêt du 

cycle cellulaire, FOXO3 seul s’avère incapable d’induire l’arrêt en phase G1 dans des 

fibroblastes CDKN1B/p130 déficients, ce qui suggère que CDKN1B et p130 sont les deux 

médiateurs critiques à l’arrêt du cycle cellulaire FOXO-dépendant.  

Une autre cible de FOXO3 est le gène qui code pour la CDKI p21WAF1/CIP1 (p21Cip1 - 

p21Waf1). Le promoteur de p21WAF1/CIP1 contient à la fois un site de liaison Smad (Smad 

Binding Element – SBE) ainsi qu’une séquence consensus FBHE (T (G/A) TT (T/G) (G/A) 

(T/C)) située immédiatement en amont du site de liaison Smad (Seoane et al., 2004). En 

réponse au TGFβ, FOXO3 se lie spécifiquement aux Smad 3 et 4. Ce complexe se lie sur les 

sites de liaison FBHE et SBE du promoteur p21WAF1/CIP1 entraînant l’arrêt du cycle 

cellulaire à la transition G1/S (Arden, 2004; Seoane et al., 2004). FOXO3 inhibe la 

prolifération des cellules dans les leucémies aiguës myéloblastiques en activant la 

transcription des récepteurs de mort Fas-L et de p21WAF1/CIP1 tandis que l’activité de la 

kinase Iκκβ maintient FOXO3 dans le cytoplasme ce qui démontre le rôle important de 

FOXO3 dans la régulation de la prolifération et la survie des cellules et notamment pour les 

cellules des leucémies aiguës myéloblastiques (Chapuis et al., 2010). 

FOXO3 est donc un acteur clé dans l’arrêt du cycle cellulaire en phase G1 en régulant 

positivement les CDKI (p21WAF1/CIP1 et CDKN1B) entraînant une régulation négative des 

CDK du cycle cellulaire. 

ii) Régulation de la famille INK et des cyclines 

Les facteurs de transcription FOXO régulent également les CDKI de la famille INK4 

comme p15 et p19. Les CDKI INK4 se lient et inhibent spécifiquement le complexe de la 

cycline CDK-4/6. Katayama et collègues ont montré que la protéine Akt inhibe l’expression 

des CDKI p15 et p19 en phosphorylant FOXO3 (Katayama et al., 2008). Autre élément 

intéressant, FOXO3 peut également favoriser l’arrêt du cycle cellulaire en réprimant les 

cyclines D1 et D2 (respectivement CDK1 et CDK2), des éléments régulateurs positifs du 

cycle cellulaire (Ramaswamy et al., 2002; Schmidt et al., 2002). 

FOXO3 régule également l’expression des gènes mitotiques tels que la cycline B et les 

polo-like kinases (Plk) (Alvarez et al., 2001). Puisque les Plk sont impliquées dans le 

processus mitotique et le maintien de l’intégrité de l’ADN, leur régulation par FOXO3 

souligne encore un rôle important des facteurs de transcription FOXO dans le contrôle du 

cycle cellulaire chez les mammifères.  

FOXO3 active la transcription de la cycline G2, homologue de la cycline G1, qui 

contrairement aux cyclines classiques, est connue pour induire l’arrêt du cycle cellulaire. La 
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régulation positive de la cycline G2 par les FOXO est associée à la transcription induite par 

la voie PTEN/Akt impliquée dans l’apoptose (que nous décrirons dans quelques paragraphes 

(van Duijn et al., 2010). 

iii) Intégrité du pool de cellules souches  

De nombreuses études suggèrent que l’état de repos des cellules souches est 

fortement dépendant d’une régulation fine et précise de leur statut métabolique. Par 

exemple, les cellules souches hématopoïétiques résident dans des niches hypoxiques au 

sein de la moelle osseuse, où une faible consommation d’oxygène et une faible production 

de ROS peuvent promouvoir leur quiescence. En outre, plusieurs gènes connus pour 

moduler le stress oxydatif et les niveaux de ROS dans les cellules souches tels que 

Polycomb Bmi1 et les FOXO sont nécessaires pour préserver le pool de cellules souches 

hématopoïétiques (Park et al., 2003; Tothova et al., 2007) (Figure 19).  

 

Figure 19 : Equilibre pour le maintien des niches de cellules souches. Une poignée de 
gènes sont connus pour être nécessaires pour le maintien et l’intégrité des cellules souches 
hématopoïétiques : PRDM16, Bmi1, EVI1, PBX1, Gfi1 et les facteurs de transcription FOXO. 
Une activité équilibrée de ces facteurs nucléaires préserve l’état des cellules souches, mais 
est constamment remis en cause par des signaux externes et le stress environnemental 
(Jansson and Larsson, 2011). 

 Comme nous venons de le décrire, FOXO3 est important dans le contrôle du cycle 

cellulaire au niveau des check-points G1-S et G2-M en modulant directement la transcription 

des protéines qui régulent ces transitions : p130, la cycline G2, CDKN1B, p21WAF1/CIP1 et 

cycline D2 (Tothova et al., 2007). 

Les anomalies du cycle cellulaire des cellules souches hématopoïétiques suite à 

l’invalidation des FOXO sont susceptibles d’avoir des conséquences importantes dans le 

destin de ces cellules. Des animaux présentant un KO conditionnel pour FOXO1/3/4 ont une 

population cellulaire en G0 diminuée et un nombre réduit de cellules souches 
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hématopoïétiques. On retrouve ces caractéristiques chez des adultes KO pour FOXO3, ce 

qui suggère que les cellules souches FOXO-déficientes sont incapables de rentrer 

correctement dans le cycle cellulaire et présentent de ce fait une perturbation de leur 

capacité d’auto-renouvellement. De plus, il y a une augmentation du nombre de cycles 

cellulaires ce qui suggère que ces cellules sont incapables de quitter le cycle cellulaire en 

l’absence de FOXO3 et s’accumulent en phase S/G2/M. Ces cellules sont sorties de leur état 

de quiescence et incapables d’y ré-entrer, ce qui mène à l’épuisement du pool de cellules 

souches. 

On retrouve aussi une altération de l’auto-renouvellement dans les cellules souches du 

muscle squelettique, ou «cellules satellites». Gopinath et collègues révèlent qu’une 

diminution de FOXO3 dans les cellules quiescentes induit une régulation négative de la voie 

de signalisation NOTCH, un régulateur clé de la quiescence des cellules satellites. A 

l’inverse, la surexpression du domaine intracellulaire de NOTCH (NICD) permet d’améliorer 

la capacité d’auto-renouvellement des cellules satellites déficientes en FOXO3. FOXO3 

régule l’expression des récepteurs NOTCH1 et NOTCH3, ce qui suggère que FOXO3, via 

l’activation de la voie NOTCH, assure l’état de quiescence des cellules satellites au cours du 

processus de régénération musculaire chez l’adulte. (Gopinath et al., 2014). 

FOXO3 régule l’arrêt du cycle cellulaire au niveau des phases de transition G1/S 

(p21WAF1/CIP1 - CDKN1B – CDK2) et G2/M (Cycline G2 – CDK1) deux points de contrôle 

qui sont essentiels dans la réponse cellulaire au stress. Une régulation fine de FOXO3 est 

nécessaire pour maintenir un équilibre entre apoptose et prolifération cellulaire. Ces 

observations sont en lien avec la fonction de FOXO3 dans la promotion de la résistance au 

stress et la longévité. Il y a une forte implication des facteurs de transcription FOXO dans le 

vieillissement des organismes évolués et leur implication maligne sur la biologie des cellules 

souches.  

2.2.2. Réponse anti-oxydante 

Au vu du paragraphe Dysfonction mitochondriale, la mutation de la HTT est à l’origine 

d’un défaut mitochondrial entraînant une altération du métabolisme énergétique. La 

perturbation de la production d’énergie mitochondriale augmenterait la production de 

radicaux libres, qui à son tour conduirait à une augmentation du stress oxydatif. 

Le stress oxydatif est causé par le déséquilibre dans la production de ROS et par 

l’incapacité du système biologique à se détoxifier de ces espèces et réparer les dommages 

causés. Les effets du stress oxydatif dépendent de son impact sur le système cellulaire, si le 

système est en mesure de retrouver, ou non, son état d’origine. Cependant, des niveaux 
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élevés de stress oxydatif peuvent provoquer une nécrose, une avarie en ATP, et induire la 

mort par apoptose (Beal, 2005). Dans des conditions normales la plupart des cellules sont 

maintenues dans un environnement réducteur par des enzymes. Tout déséquilibre dans 

l’état normal d’oxydo-réduction conduit à une toxicité via la production de radicaux libres et 

de peroxydes (constituant des espèces réactives de l’oxygène et de l’azote) endommageant 

les protéines, les lipides et l’ADN de la cellule. Ainsi, pour maintenir l’homéostase cellulaire 

appropriée, un équilibre doit être trouvé entre la production d’oxygène réactif et sa 

consommation. Les ROS en excès doivent être soit inactivés en étant convertis en 

molécules métaboliquement non destructives ou être balayés/neutralisés juste après leur 

formation. Ce mécanisme de protection appelé système de défense anti-oxydant prévient 

l’apparition de dommages causés par les radicaux libres à l’origine du vieillissement et de 

diverses maladies (Yu, 1994). 

FOXO3 permet de lutter contre le stress oxydatif en augmentant notamment la 

transcription de SOD2 (superoxyde dismutase 2, mitochondrial) et de la catalase 2, des 

enzymes qui neutralisent les ROS (Kops et al., 2002b). Accroître la détoxification de 

l’organisme favorise la survie cellulaire dans un environnement défavorable. Cette 

détoxification est aussi régulée par l’inhibition de l’activité transcriptionnelle de MYC par 

FOXO3 ce qui entraîne une réduction du nombre de copies d’ADN mitochondrial de 

protéines mitochondriales, des complexes mitochondriaux et de l’activité mitochondriale et 

mène à la diminution de la production des ROS (Ferber et al., 2012; Liu et al., 2015b). 

FOXO3 a un rôle clé dans la transduction du signal des voies associées au stress et 

au vieillissement. Ceci illustre parfaitement le fait que l’activité de FOXO3 est fortement 

régulée par les signaux de stress cellulaire et particulièrement le stress oxydatif, ce qui 

conduit finalement à moduler la durée de vie des organismes. Le stress cellulaire entraîne 

l’induction de kinases spécifiques (voir paragraphe Mécanismes régulateurs de FOXO3) 

liées au stress qui activent FOXO3 par phosphorylation. Une perturbation de l’activité 

transcriptionnelle de FOXO3 peut perturber les mécanismes qui détoxifient l’organisme en 

ROS et renforcer le stress oxydatif, notamment le stress induit par une protéine mal 

conformée telle que la mHTT. 

2.2.3. FOXO3 et longévité  

FOXO3 est généralement reconnu comme un «master» gène dans le vieillissement 

depuis que son association avec la longévité a été validée dans plusieurs organismes et des 

populations humaines (Kenyon et al., 1993; Castrillon et al., 2003; Giannakou et al., 2004; 

Greer and Brunet, 2005). 



 78 

Chez l’homme, de nombreuses études biodémographiques ont établi qu’un groupe de 

polymorphismes nucléotidiques simples (SNP) du gène FOXO3 a été associé à la longévité 

humaine, mais la variante fonctionnelle réelle est encore inconnue. Dans un échantillon 

d’hommes hawaïens d’origine japonaise présentant une longue durée de vie, trois 

polymorphismes nucléotidiques simples (SNP) du gène FOXO3 (rs2764264, rs13217795 et 

rs2802292) se sont avérés être associés à la longévité (Koropatnick et al., 2008; Willcox et 

al., 2008). Cette corrélation entre longévité humaine et variations génétiques de FOXO3 a 

également été identifiée dans une étude de centenaires et nonagénaires allemands, dans 

laquelle quatre SNP (rs2802288, rs2883881, rs12200646 et rs13220810), qui ne se 

recoupent pas avec ceux du groupe japonais, étaient significativement associés à la 

longévité dans les deux sexes. De plus il apparaît que ces SNP sont plus fréquents chez les 

centenaires que chez les nonagénaires (Flachsbart et al., 2009). D’autres investigations ont 

été étendues à des populations italiennes (Anselmi et al., 2009), chinoises Han (Li et al., 

2009b), et des populations juives Ashkenazes (Pawlikowska et al., 2009). D’autres 

homologues de FOXO sont également impliqués dans la longévité humaine. FOXO1 a été 

trouvé associé à la longévité dans les cohortes américaines et féminines chinoises (Lunetta 

et al., 2007; Li et al., 2009b). 

Cependant d’autres études biodémographiques modulent l’idée que l’on peut se faire 

de FOXO3 sur la longévité. En effet, Soerensen et collègues ne retrouvent pas de SNP 

FOXO3 en comparant les sujets les plus « vieux » entre eux et en retrouvent trois parmi les 

plus connus en comparant les sujets « jeunes » aux sujets plus âgés (Soerensen et al., 

2010). Ces résultats tendent vers l’idée que FOXO3 fonctionne comme un gène de longévité 

du jeune âge à la vieillesse, mais ne participe pas au maintien de la longévité pendant la 

vieillesse. De plus, Donlon et collègues ont séquencé la région codante de centenaires 

américains d’origine japonaise afin de cartographier cette région polymorphique (Donlon et 

al., 2012). Sur les 38 variants publiés, 6 sont des désalignements avec des séquences non 

alléliques homologues de FOXO3B (ZNF286B), un pseudogène sur un chromosome 

différent 2 sont attribuables à ZNF286B seulement, et les 30 autres ont été infirmés. Ceci 

indique que les polymorphismes de cette région sont très rares au travers de la population et 

ne peuvent probablement pas être impliqués dans la longévité.  

Bien que les variants polymorphiques semblent prometteurs, il existe une pléthore 

d’études qui ont trouvé un ou plusieurs variants génétiques associés à la longévité, mais la 

grande majorité de ces études ne sont pas reproductibles. Le fait que seuls deux gènes 

(ApoE et FOXO3) soient apparus cohérents dans ces études, bien que leur reproductibilité 

soit quasi nulle, est assez déroutant. Quelles sont les raisons de ce manque de 

reproductibilité ? Une des causes potentielles peut être la présence de variants spécifiques 
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aux populations. Les études de Willcox et Koropatnick ne se recoupent pas avec celles de 

Barzilai ou Falchsbart. D’autres raisons, plus communes à ce manque de reproductibilité 

comprennent l’existence de variants rares, des désalignements avec d’autres séquences 

hautement homologues, des erreurs de séquençage /d’assemblage, entre autres. 

Le lien entre longévité et FOXO3 est encore loin d’être tout à fait élucidé, du moins 

chez les mammifères. Bien que de nombreuses fonctions de FOXO3 soient reliées à la 

longévité (réponse anti-oxydante, protéostase), des études ont montré qu’il n’y a pas de 

variations de l’espérance de vie chez des souris déficientes en superoxyde dismutase (cible 

transcriptionnelle de FOXO) (Jang et al., 2009; Zhang et al., 2009) ; pas plus que chez les 

souris sur-exprimant la superoxyde dismutase. D’autres travaux sont nécessaires pour 

évaluer les relations possibles entre FOXO3, le stress oxydatif et la longévité. Toutefois, il 

semblerait que l’expression d’enzymes anti-oxydantes communes est en corrélation avec la 

variation génétique de FOXO3 ou avec d’autres facteurs qui influent sur l’expression de 

FOXO3 dans une population. 

2.2.4. Réparation de l’ADN 

Les facteurs de transcription FOXO sont impliqués dans les mécanismes de réparation 

de l’ADN en modulant l’expression des gènes qui permettent la détection des dommages de 

l’ADN tels que GADD45 (Growth Arrest and DNA damage 45), DDB1 (Damage-specific DNA 

binding protein 1) (Zhang et al., 2012) ou encore ATM (Ataxia Telangiectasia 

Mutated)(Chung et al., 2012).  

FOXO3 participe à l’expression de GADD45 (Tran et al., 2002). Les protéines GADD45 

sont réparties de façon ubiquitaire en particulier dans les populations cellulaires au repos et 

sont fortement exprimées au cours de la phase G1 du cycle cellulaire, avec une expression 

protéique réduite de manière significative au cours de la phase S (Kearsey et al., 1995). 

GADD45 joue un rôle important dans les réponses aux stress cellulaires génotoxiques et non 

génotoxiques et agit comme un capteur de stress et un suppresseur de tumeurs. Après 

lésion de l’ADN, tous les membres de la famille des protéines GADD45 sont rapidement 

induits, entraînant l’arrêt du cycle cellulaire et/ou l’apoptose, ou participent alors activement 

aux mécanismes de réparation de l’ADN (Tamura et al., 2012).  

Les protéines DDB1 sont impliquées dans la réparation par excision de nucléotides. 

Elles forment un complexe avec la culline CUL4 et ce complexe est impliqué dans de 

nombreux processus nucléaires comme la réparation des dommages de l’ADN, la réplication 

de l’ADN et le remodelage de la chromatine (Choe et al., 2009).  
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FOXO3 interagit avec la protéine ATM, une protéine qui assure la réparation des 

cassures double-brins dans l’ADN occasionnées par des agressions physiques ou des 

processus physiologiques. FOXO3 permet la phosphorylation d’ATM sur la sérine S1981 

entraînant une dimérisation et une activation d’ATM. Elle phosphoryle ensuite H2AX, une 

variante de la famille des histones, qui recrute au niveau du site de l’ADN endommagé, 

plusieurs protéines qui sont séquentiellement phosphorylées par ATM, dont 53BP1, BRCA1, 

Chk1 et Chk2 (Chung et al., 2012). L’augmentation de FOXO3 dans les cellules favorise 

l’activation de la voie ATM-FOXO3, alors que les cellules dépourvues en FOXO3 ne peuvent 

pas déclencher ce mécanisme de réparation de l’ADN suite à une lésion par exemple (Tsai 

et al., 2008) (Figure 20). 

 

  

GADD45, DBB1, ou encore ATM sont des cibles directes de FOXO3 et toute 

modulation de l’expression de ces gènes a des répercussions sur la résistance des cellules 

aux stress. 

2.2.5. FOXO3 et apoptose 

Selon la théorie du Ying et du Yang, chaque phénomène est composé de deux 

aspects opposés, le Ying étant l’aspect négatif et le Yang l’aspect positif. La coexistence des 

deux parties dans un certain équilibre et/ou en harmonie, est considérée comme une clé 

pour la santé globale des systèmes biologiques. En accord avec cette théorie, les pertes et 

Figure 20 : Schéma représentant 

la voie ATM-FOXO3 dépendante. 

Sur ce schéma est représenté 

l’activation FOXO3 dépendante de 

l’ATM - pS1981, Chk2 - pT68, 

HIPK2, p53 - PS15, p53 - PS20, 

p53 - pS46 et les rôles possibles de 

p53 et HDM2 dans la régulation 

négative de FOXO3 comme 

boucles de rétroactions négatives, 

et l’activation de la voie de 

signalisation pro-apoptotique p53. 

Les lignes en pointillés représentent 

les voies d’inhibition publiées dans 

la littérature (Chung et al., 2012). 
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les gains de fonction de gène cruciaux pour la voie apoptotique suggèrent que toute 

perturbation de l’homéostase cellulaire peut être un événement pathogène primaire qui 

conduit à la maladie. En effet, il existe maintenant des preuves convaincantes qu’une 

apoptose insuffisante peut se manifester sous forme de cancer ou de maladie auto-immune, 

alors que la mort cellulaire accrue contribue aux maladies dégénératives aiguës et 

chroniques (MacFarlane, 2009) 

Les facteurs régulant les niveaux d’expression des protéines de survie sont 

susceptibles de jouer un rôle crucial dans la formation de tumeurs. Par exemple, une sur-

activation aberrante de signalisation PI3K/Akt est une caractéristique de nombreux cancers 

humains. En séquestrant FOXO dans le cytoplasme, loin des promoteurs des gènes 

apoptotiques, PI3K/Akt participe à la survie cellulaire, ce qui fait de FOXO un élément 

critique de la voie PI3K/Akt par régulation de l’expression de gènes apoptotiques (Fu and 

Tindall, 2008). 

i) FOXO régule positivement les protéines BH3-seulement 

Classiquement, l’apoptose se produit via deux voies principales : la voie intrinsèque 

médiée par les mitochondries, et qui conduit à l’activation de la caspase 9, tandis que la voie 

extrinsèque est induite par l’activation des récepteurs de mort (Fas et TNFR) et implique 

l’activation de la caspase 8 (Kiechle and Zhang, 2002; Rishi et al., 2009). La famille des 

protéines BCL2 est connue pour être régulatrice de l’apoptose intrinsèque et est répartie en 

en trois sous-familles sur la base du nombre de domaines BH (BCL-2 homologie) qu’ils 

partagent (Lomonosova and Chinnadurai, 2008). Le groupe BH3-seulement est constitué de 

protéines pro-apoptotiques dont BIK, EGL-1, BIM, BMF, NOXA, BID, BAD, BNIP3, PUMA et 

BECN1. Des études montrent que les formes constitutivement actives nucléaires de FOXO 

déclenchent la mort cellulaire par l’activation d’au moins deux membres de la famille BH3 

tels que Bim et Bnip3. (Dijkers et al., 2000a; Dijkers et al., 2002; Stahl et al., 2002; Gilley et 

al., 2003) 

FOXO3 est responsable de la régulation positive de la transcription de PUMA, puissant 

régulateur de perméabilisation des membranes mitochondriales externes en réponse à des 

cytokines ou une privation en facteurs de croissance (You et al., 2006b; Chipuk and Green, 

2009). 

ii) FOXO active la voie apoptotique extrinsèque 

FOXO régule directement la voie apoptotique extrinsèque en régulant positivement la 

transcription des facteurs pro-apoptotiques tels que FasL et TRAIL (Figure 21). Le 

promoteur FasL contient trois sites FBHE, et l’apoptose induite par FOXO3 dans des 



 82 

neurones du cervelet apparaît diminuée lorsque l’interaction entre Fas et FasL est bloquée 

par la protéine de fusion Fas-Fc. La surexpression d’une forme constitutivement active de 

FOXO3 déclenche l’apoptose dans les neurones granulaires du cervelet à travers la cascade 

de signalisation Fas (Brunet et al., 1999a) 

TRAIL est une cytokine capable d’activer les voies apoptotiques et est une cible directe 

de FOXO3 (Modur et al., 2002). La surexpression de FOXO1 et FOXO3 dans des cellules 

cancéreuses de la prostate augmente l’expression du TRAIL et conduit à l’apoptose (Zhang 

et al., 2011b).  

FOXO3 régule la mort cellulaire par apoptose en modulant l’expression des protéines 

BH3-seulement (Bim, BNIP3 et PUMA entre autres) et des ligands des récepteurs de mort 

(FasL et TRAIL) qui fonctionnent dans les voies autocrine et paracrine. 

iii) Axe PTEN/FOXO3 dans l’apoptose  

Le gène PTEN (Phosphatase and TENsin homolog) est un gène suppresseur de 

tumeurs fréquemment muté dans les tumeurs malignes humaines. Sa signalisation est 

presque universellement altérée dans le cancer (Keniry and Parsons, 2008). PTEN est un 

régulateur négatif majeur de la voie PI3K/Akt. Dans des cellules qui portent une mutation sur 

le gène PTEN, la PI3K est souvent constitutivement activée, conduisant à une inactivation de 

FOXO3 endogène et, éventuellement, à l’initiation et la progression des tumeurs (Greer and 

Brunet, 2005). Etant donné que FOXO3 facilite l’expression du gène PTEN, FOXO3 peut 

renforcer sa propre fonction biologique qu’est la suppression tumorale (Aroui et al., 

2016)(Figure 21).  
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.  

Figure 21 : Régulation des voies apoptotiques par FOXO3. (a) La stimulation des 

récepteurs aux facteurs de croissance tels qu’EGFR permet le recrutement et l’activation des 

voies de signalisation Ras-Erk et PI3K/Akt. Akt et ERK sont transloquées vers le noyau où ils 

phosphorylent FOXO3 au niveau de sites indépendants. Ces événements de 

phosphorylation inhibent la transcription de gènes qui induisent l’apoptose (Bim, FasL et 

TRAIL) et l’arrêt du cycle cellulaire (p27 et p21) en exportant FOXO3 hors du noyau et en 

induisant son ubiquitinylation et sa dégradation par le protéasome (b). TNF-alpha (tumor 

necrosis factor) stimule IKKbeta (inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase subunit beta), qui 

phosphoryle FOXO3 et, de façon similaire à ERK et Akt, favorise sa rétention cytoplasmique, 

son ubiquitinylation et sa dégradation par le protéasome. MDM2 est la ligase E3 qui 

ubiquitine FOXO3 en réponse à l’activation de la voie ERK (Yang et al., 2008).  

2.2.6. Régulation de l’autophagie 

FOXO3 participe activement à la régulation de l’autophagie, dont une diminution est un 

marqueur d’un vieillissement cellulaire prématuré. 

i) FOXO3 active l’autophagie et la mitophagie  

Initialement, il a été montré que les facteurs de transcription FOXO régulaient 

l’autophagie dans le muscle après dénervation ou privation énergétique. Le processus 

autophagique est étroitement lié à la mise en place d’un réseau de gènes autophagiques qui 

codent pour des protéines assurant le recrutement des cargos, la formation des 

autophagosomes, la fusion avec le lysosome et la libération des produits issus de la 
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dégradation (acides aminés, lipides, acides nucléiques et carbohydrates) (Codogno et al., 

2012).  

FOXO3 active l’expression de nombreux gènes impliqués dans les diverses étapes du 

processus autophagique : LC3B, GABARAPL1, PI3k-III, ULK2, ATG12, BECN1, ATG4B et 

BNIP3 ; et nombreux de ces gènes sont des cibles directes de FOXO3 (LC3B, BNIP3, et 

BNIP3L) (Mammucari et al., 2007; Zhao et al., 2007). 

FOXO3 activent aussi une autre forme d’autophagie, la mitophagie, processus par 

lequel les mitochondries sont reconnues et dégradées par la machinerie autophagique 

lysosomale (Liesa and Shirihai, 2013). La mitophagie est activée par la dégradation de 

MFN2 (Mitofusin 2), une GTPase qui normalement assure la fusion des mitochondries et 

participe au maintien des mitochondries (Chen et al., 2003a). Dans le muscle, FOXO3 active 

l’expression de MUL1, une E3 ubiquitine-ligase qui co-localise avec les autophagosomes 

pendant la mitophagie et cible MFN2 pour le dégrader (Chen et al., 2003a). Ce processus 

mitophagique est également retrouvé dans les neurones épineux moyens. En effet, une 

étude réalisée dans un modèle de la maladie de Parkinson montre que FOXO3 est capable 

de prévenir la toxicité de l’α-synucléine en activant sa dégradation et celle des mitochondries 

(Pino et al., 2014). FOXO3 active aussi la mitophagie en activant la transcription d’un gène 

encodant pour une serine-thréonine kinase, PINK1. En retour PINK1 recrute l’ubiquitine-

ligase PARKIN (PARK2- Parkin RBR E3 Ubiquitin Protein Ligase) à la membrane 

mitochondriale pour également induire la dégradation de MFN2 (Mei et al., 2009).  

Ces éléments indiquent que chez les mammifères, FOXO3 active la mitophagie au 

niveau transcriptionnel en augmentant l’expression des E3 ubiquitine-ligase mitochondriales, 

qui ciblent les mitochondries pour dégradation. Ainsi, FOXO3 peut agir comme un régulateur 

du stress oxydatif dans les neurones dopaminergiques, ayant un rôle protecteur lorsque les 

niveaux de stress oxydatif sont relativement faibles, mais activant la mort cellulaire lorsque la 

charge du stress oxydatif est élevée. Ceci soulève l’équilibre important qui réside au travers 

de la régulation de FOXO3 au sein de la cellule. 

ii) Intersection des voies FOXO et mTOR dans l’autophagie 

La voie de signalisation mTOR est un régulateur central du métabolisme et de la 

croissance cellulaire au travers de deux complexes multiprotéiques distincts ; mTORC1 et 

mTORC2. Bien que ces deux complexes sont impliqués de manière coordonnée dans le 

métabolisme et la croissance cellulaire, le complexe mTORC1 est critique dans la régulation 

autophagique (Laplante and Sabatini). Comme nous l’avons vu, en condition normale, 

mTORC1 phosphoryle ULK1 et bloque la formation des autophagosomes. Une privation en 
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nutriments ou une forte condition de stress induit la dissociation du complexe 

mTORC1/ULK1 ce qui active les mécanismes autophagiques (Young et al., 2006; Lin et al., 

2014).  

FOXO3 induit l’activation des mécanismes d’autophagie mTORC1-dépendant en 

inhibant la localisation de mTORC1 au niveau des lysosomes, ce qui inhibe la 

phosphorylation du complexe ULK1/2 qui permet l’initiation et la progression de l’autophagie 

(Young et al., 2006; Lin et al., 2014) (Figure 22). 

Cependant une relation antagoniste entre FOXO3 et mTOR a été observée dans les 

cellules d’invertébrés et de mammifères. Contrairement à FOXO3, qui permet de préserver 

les pools de cellules souches (Miyamoto et al., 2007; Tothova et al., 2007), l’activation de 

mTORC1 conduit à l’épuisement prématuré de ces mêmes pools de cellules souches (Chen 

et al., 2009; Lee et al., 2010). Cet effet contradictoire est également retrouvé dans les 

modèles C. elegans (Vellai et al., 2003). En effet, la surexpression de FOXO3 conduit à 

l’augmentation de l’activité de la glutamine synthase et inhibe la localisation de mTORC1 sur 

ULK1, indiquant que des taux suffisamment élevés de glutamine conduisent à l’activation 

des processus autophagiques (Sandri, 2012). 

Pourquoi la protéostase médiée par FOXO promeut la survie dans certains cas 

(neurones), mais induit la dégénérescence dans d’autres (cellules musculaires 

squelettiques) ? Il semblerait que certains membres de la famille FOXO soient plus aptes à 

réguler la protéostase que d’autres. On pourrait expliquer ce phénomène au travers de 

l’expression différentielle des membres de la famille FOXO dans les différents tissus et de 

l’interaction spécifique de chacun d’entre eux avec des effecteurs de l’autophagie, mais 

l’histoire est susceptible d’être plus complexe. Il est possible que les effets protecteurs de la 

protéostase contrôlée par FOXO précèdent dans le temps les effets néfastes, bien que 

certains types de cellules soient capables de résister au stress pendant des périodes de 

temps très longues. Il faut donc prendre en compte d’autres paramètres types cellulaires 

dépendants qui peuvent contribuer soit à une protéostase protectrice ou soit à une 

protéostase neurodégénérative en perturbant par exemple l’état de la chromatine, la liaison 

aux cofacteurs ou encore le métabolisme. Les analyses génomiques des sites de liaisons de 

FOXO3 seraient susceptibles d’apporter un nouvel éclairage sur ses fonctions dans 

l’autophagie et le maintien de l’intégrité de la protéostase.  
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Figure 22 : Mécanismes autophagiques FOXO-dépendants. (a) En présence de facteurs 

de croissance, la voie PI3K/AKT séquestre FOXO1, FOXO3 et FOXO4 dans le cytoplasme. 

(b) En l’absence de facteurs de croissance, la voie PI3K/Akt est inactive, ce qui permet la 

translocation des FOXO dans le noyau et l’activation de la transcription de gènes cibles telle 

que la glutamine synthase (c) qui induit la production de glutamine (en agissant sur le 

glutamate qui est en équilibre avec le cycle de l’acide citrique), et inhibe la localisation du 

complexe mTORC1 sur les lysosomes. La production de glutamine dépendante de FOXO 

favorise l’autophagie en inhibant mTORC1. (d) Le recrutement du complexe mTORC1 vers 

les lysosomes est médié par les Rag-GTPase, ce qui permet la relocalisation de mTORC1 à 

proximité de l’adénosine triphosphatase ATPase H+ (v-ATPase-Vacuolar-type H+-ATPase). 

mTOR détecte et est activé par le flux d’acide aminé provenant de la dégradation des 

protéines lysosomales. mTORC1 a au moins deux grandes fonctions cellulaires: (e) il bloque 

l’autophagie en inhibant la formation du complexe ULK1/2 et (f) il favorise la synthèse des 

protéines par la kinase S6K1 (Sandri, 2012). 
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2.2.7. Régulation de la synapse 

Ces dernières années, plusieurs études ‘suggèrent que les facteurs FOXO comme 

FOXO3 ou FOXO6 jouent un rôle dans la régulation de l’activité synaptique. En effet, les 

récepteurs NMDA activent la voie PI3k/Akt entrainant la phosphorylation et l’exportation de 

FOXO1 du noyau. Ainsi, les effets suppresseurs de l’exportation de FOXO1 sur l’expression 

de ses cibles, peuvent durer beaucoup plus longtemps qu’on ne le pensait en raison des 

effets à long terme médiés par l’activation de la voie PI3K/Akt par stimulation des récepteurs 

NMDA dans les neurones adultes (Al-Mubarak et al., 2009). L’activation du promoteur 

FOXO1 par lui-même peut agir comme un mécanisme de « feed-forward » visant à renforcer 

l’effet d’un signal environnemental initial qui tend modifier l’activité post-traductionnelle des 

protéines FOXO1, entraînant une réponse physiologique précise. Cela est également 

applicable aux signaux FOXO1 répresseurs. Dans les tumeurs, où l’activation anormale de la 

voie PI3K/Akt est une étape importante pour leur initiation et leur maintien, l’exportation 

nucléaire de FOXO1 par Akt peut alors conduire à la suppression de l’expression FOXO1, 

aggravant encore plus la situation. 

Une autre étude réalisée sur les neurones de l’hippocampe de rat suggère que 

FOXO6 joue un rôle dans la consolidation de la mémoire. FOXO6 régulerait la consolidation 

de la mémoire en coordonnant un programme d’expression des gènes qui contrôlent d’une 

part le nombre et la fonction des synapses et d’autre part, les gène qui assurent la 

connectivité neuronale dans l’hippocampe après l’apprentissage (Salih et al., 2012b). 

Récemment, une analyse des cibles de DAF-16/FOXO dans les neurones de C. 

elegans a mis en évidence des cibles différentes des cibles canoniques des FOXO qui sont 

classiquement associées à la réponse au stress, à la protéostase et à la longévité. Il apparait 

que les cibles IIS/FOXO neurones-spécifiques sont nécessaires pour la mémorisation chez 

les mutants IIS/daf2 (daf2 codant pour IGF1 chez C. elegans) (Kaletsky et al., 2016). De plus 

l’activation du facteur de transcription FKH9 chez ces mêmes mutants est nécessaire pour la 

régénération axonale liée à l’âge, et son activité dans d’autres tissus tels que l’intestin, est 

nécessaire pour la longévité des mutant daf2. Ces deux jeux de cibles, neuronales et 

canoniques, semblent coordonner l’activité neuronale, le métabolisme et la longévité chez C. 

elegans. 

Au regard des nombreuses régulations et fonctions des facteurs de transcription 

FOXO et notamment celles de FOXO3, il est important de signaler qu’une régulation précise 

de ces facteurs est primordiale pour maintenir l’équilibre cellulaire. Nous avons vu 

notamment que FOXO3 peut avoir un rôle protecteur lorsque les niveaux de stress oxydatif 

sont relativement faibles, mais peut aussi activer la mort cellulaire lorsque le stress oxydatif 
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est trop élevé. FOXO3 peut aussi promouvoir la survie cellulaire dans certains tissus 

(neurones), mais mener à la dégénérescence dans d’autres (muscles squelettiques). De 

plus, on retrouve de nombreux chevauchements entre les différents mécanismes qui 

régulent FOXO3 et sont régulés par FOXO.  

La plasticité fonctionnelle des facteurs de transcription FOXO3 permet aux 

organismes de répondre d’une manière appropriée aux changements environnementaux 

(stress entre autres). La compréhension du réseau de gènes participants au maintien de 

l’homéostase cellulaire régulés par FOXO3 dans les cellules neurales ou les neurones, nous 

permettrait de comprendre comment FOXO3, facteur neuroprotecteur, répond à la mHTT et 

de savoir si son spectre d’action tends vers la maintenance neuronale malgré des cellules « 

abimées » ou s’il pourrait éventuellement faire pencher la balance vers le déclin neuronal, 

les deux n’étant pas exclusifs et pouvant se succéder dans le temps avec l’aggravation des 

niveaux de stress et le vieillissement.  

En ce sens, nous avons étudié au sein du laboratoire comment la voie FOXO3 est 

modifiée dans plusieurs modèles de la MH. 

3.  Régulation des FOXO par la voie Ryk 

Les voies développementales peuvent jouer un rôle dans la survie des cellules adultes. 

Cependant, si elles interagissent avec les voies de longévité et survie cellulaire pour conférer 

une protection contre la toxicité liée aux maladies neurodégénératives, ce type de 

mécanisme reste mal compris. Des études ont montré une interaction possible entre les 

voies Wnt et les facteurs de transcription FOXO, conduisant à une protection des cellules 

contre la toxicité induite par le stress cellulaire. En effet, l’inhibition de la dé-acétylase 

SIR2/SIRT1 impliquée dans la régulation de DAF16/FOXO3 et de sa cible daf16/FOXO3, 

protège du déclin et d’une motilité anormale, les cellules musculaires chez un modèle C. 

elegans présentant une répétition polyQ. La neuroprotection induite par la dé-acétylation de 

FOXO3 par SIRT1 passerait par la voie Wnt-β-caténine dépendante (Pasco et al., 2010). 

D’autres études plus récentes révèlent l’importance du facteur de transcription FOXO3 dans 

la progression du cancer de la prostate (Liu et al., 2015a). FOXO3 inhibe de manière 

significative l’expression de β-caténine dans les cellules cancéreuses de la prostate (Liu et 

al., 2015a). En se liant directement à la β-caténine, FOXO3 entre en compétition avec TCF 

pour l’interaction avec la β-caténine, inhibant ainsi l’activité transcriptionnelle du complexe 

TCF/β-caténine et réduisant ainsi l’expression des gènes cibles de TCF.  
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3.1. Wnt, voie de signalisation développementale  

3.1.1. Complexité de la voie Wnt 

Les protéines Wnt sont une famille de glycoprotéines hautement conservées, riches en 

cystéines, d’environ 350 acides aminés, sécrétées dans le milieu extracellulaire, qui influent 

sur le destin des cellules voisines dans plusieurs organes. La voie de signalisation Wnt est 

impliquée dans une variété de processus développementaux, y compris la détermination du 

destin cellulaire, la polarité cellulaire, la structure des tissus, le développement 

embryonnaire, le maintien des cellules souches, le contrôle de la prolifération cellulaire et le 

maintien de l’homéostase tissulaire adulte (Yamaguchi et al., 1999; Moon et al., 2002). Chez 

l’Homme, on dénombre 19 protéines Wnt (Kikuchi et al., 2011). 

Ces voies ont été classées comme étant canoniques (β-caténine-dépendante) ou non-

canonique (β-caténine-indépendante). Toutefois, cette classification ne peut servir qu’à titre 

indicatif, puisque des voies de signalisation Wnt canonique et non-canonique sont utilisées 

dans des contextes cellulaires différents (Simons and Mlodzik, 2008; Kikuchi et al., 2011; 

Clark et al., 2012). Bien que plusieurs voies Wnt activent préférentiellement soit les voies β-

caténine-dépendantes ou β-caténine indépendantes, l’activité de Wnt dépend du contexte 

cellulaire et du récepteur et, par conséquent, elles ne peuvent pas être subdivisées 

rigoureusement selon la signalisation qu’elles induisent. Il existe plus de 15 récepteurs et co-

récepteurs différents des protéines Wnt et c’est la combinaison particulière d’un 

récepteur/co-récepteur avec un ligand Wnt donné qui détermine la voie activée en aval.  

La complexité de la voie de signalisation intracellulaire Wnt est parallèle à la 

complexité observée dans la diversité des récepteurs Wnt. Les récepteurs Wnt comprennent 

i) la famille des récepteurs Frizzled (FZZ), ii) les récepteurs Low Density Lipoprotein 

Receptor-related Proteins-5/6 (LRP-5/6), iii) les récepteurs tyrosin kinase-like Receptor-1 

Orphan / 2 (ROR1 / 2), et iv) les récepteurs liés à la tyrosine (Y) kinase (Ryk). 

Les récepteurs Frizzled sont des récepteurs couplés aux protéines G à sept domaines 

transmembranaires. Cette famille de récepteurs comprend au moins dix membres différents 

qui transduisent des effets tissus-spécifiques. La structure des membres de la famille 

Frizzled est similaire : ils présentent un signal peptidique divergent sur l’extrémité N-

terminale, un domaine extracellulaire riche en cystéines hautement conservé, une région de 

liaison de longueur variable, une région à sept domaines transmembranaires, et une 

extrémité C-terminale de longueur variable. Les ligands Wnt se lient aux récepteurs Frizzled 

par le domaine cellulaire riche en cystéine, et peuvent également nécessiter un co-récepteur, 

comme LRP-5, LRP-6, ROR, ou Ryk, pour l’activation des voies de signalisation en aval. 
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LRP-5 et 6 sont des orthologues du récepteur Arrow chez la drosophile, et sont associés à la 

voie de signalisation canonique β-caténine-dépendant. ROR 1/2 et Ryk sont des co-

récepteurs de Wnt supplémentaires qui sont associés à la voie non-canoniques de Wnt. Les 

ligands Wnt ont des affinités différentes pour les différents récepteurs Frizzled, l’activation 

d’une cascade de signalisation est donc dépendante du ligand et du contexte d’interaction 

cellulaire (Figure 23). 
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Figure 23 : Voies de signalisation Wnt. Schéma simplifié des principales voies Wnt suite à 

une interaction spécifique entre un ligand Wnt, Frizzled et un co-récepteur. (a) La voie de 

signalisation de la polarité cellulaire planaire (PCP) déclenche l’activation des petites 

GTPases RHOA et RAC1, qui à leur tour activent la RHO kinase (ROCK) et la c-jun-N-

terminal kinase (JNK), respectivement, conduisant à la polymérisation de l’actine et de la 

stabilisation des microtubules. Cette voie est principalement impliquée dans la régulation de 

la polarité cellulaire, la motilité cellulaire et les mouvements morphogénétiques. (b) La voie 

β-caténine-dépendant : Dans des conditions cellulaires stables, GSK3 (glycogen synthase 

kinase 3) phosphoryle la β-caténine, ce qui déclenche sa dégradation. Cependant, en 

présence d’un ligand Wnt, le complexe de dégradation comprenant GSK3, CKIα, Axine et 

APC est recruté par le complexe ligand Wnt/récepteur et inactivé. Ceci entraîne 

l’accumulation de la β-caténine dans le cytoplasme et sa translocation dans le noyau où elle 

active la transcription de gènes cibles sous le contrôle du facteur de cellule T (TCF), entre 

autres. (c) La voie Wnt-Ca2+ active CAMKII (Ca2 + et calmoduline-kinase II dépendante), PKC 

(protein kinase C) et la calcineurine. La calcineurine active le facteur nucléaire des 

lymphocytes T activés (NFAT), qui régule la transcription de gènes contrôlant le destin des 

cellules et la migration cellulaire. Les voies de signalisation PCP et Ca2+ antagonisent la 

signalisation de la β-caténine à différents niveaux. (d) Sont décrits ci-dessus les principales 

voies utilisées par les récepteurs et co-récepteurs Wnt. Pour les autres récepteurs, nous 

détaillerons uniquement le récepteur Ryk dans le paragraphe Voie Ryk-ICD (DAAM, 

DVL‐associé activateur de la morphogenèse 1; DVL-Dishevelled; LRP-low‐density 

lipoprotein receptor‐related protein; MUSK-muscle skeletal receptor Tyr kinase; PLC-

phospholipase C; PTK7-protein Tyr kinase 7; ROR, receptor Tyr kinas‐like orphan receptor; 

RYK, receptor Tyr kinase) (Niehrs, 2012). 
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3.1.2. β-Caténine, effecteur de la voie Wnt 

La β-caténine est une protéine d’environ 88k Da et appartient à la famille des protéines 

dites « armadillo », caractérisées par un motif central composé de 42 acides aminés 

présentant une répétition du domaine « armadillo ». Par sa présence dans les différents 

compartiments cellulaires, la β-caténine est une protéine multifonctionnelle en fonction de sa 

localisation sub-cellulaire. Au niveau membranaire, elle a un rôle dans l’adhésion cellulaire, 

la signalisation cellulaire et la transcription des protéines. Par sa liaison avec les cadhérines 

et l’α-caténine, c’est un constituant des adhésions focales. Son rôle est important dans 

l’adhésion intercellulaire notamment au niveau neuronal. Elle participe à la plasticité 

neuronale synaptique et à la régulation synaptique (Maguschak and Ressler, 2012). Au 

niveau nucléaire, la β-caténine joue un rôle central de co-activateur transcriptionnel 

notamment impliqué dans la direction de plusieurs processus développementaux en se liant 

directement aux facteurs de transcription tels que TCF ou FOXO3. 

La plupart des interactions avec la β-caténine nécessitent les répétitions « armadillo » 

et certaines études suggèrent que la phosphorylation des protéines qui interagissent avec la 

β-caténine entraîne l’apparition d’une partie protéique chargée négativement, ce qui renforce 

la liaison au domaine « armadillo » de la β-caténine chargée positivement (Xu and 

Kimelman, 2007). Il faut cependant noter que toutes les phosphorylations ne conduisent pas 

à une plus forte interaction avec la β-caténine ; plusieurs événements de phosphorylation ont 

été décrits comme diminuant l’affinité de liaison avec la β-caténine. En effet, aux extrémités 

N-terminale et C-terminale de la β-caténine, on retrouve des régions régulatrices non 

structurées qui sont largement impliquées dans le recrutement de cofacteurs pour l’adhésion 

et l’activation transcriptionnelle. Enfin la β-caténine est un effecteur important de la voie Wnt 

canonique. 

3.2. Voies de signalisation Wnt 

3.2.1. Signalisation Wnt canonique 

La signalisation Wnt est initiée par la formation du complexe entre un ligand Wnt, le 

récepteur Frizzled et son corécepteur. L’extrémité C-terminale intracellulaire de Frizzled peut 

se lier directement (et faiblement), au domaine PDZ (Postsynaptic density-95, Discs-large 

and Zonula occludens-1) de Dishevelled (DSH) (Wong et al., 2003). La liaison de Wnt à ses 

récepteurs entraîne donc l’activation de DSH ce qui contrecarre l’activation du complexe de 

dégradation de la β-caténine (Cadigan and Liu, 2006; Li and Zhan, 2006). La dégradation de 

la β-caténine est initiée par un complexe multiprotéique comprenant quatre protéines : la β-
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caténine, la sérine/thréonine kinase GSK3β (glycogène synthase kinase-3β), le produit du 

gène suppresseur de tumeur APC (adenomatous polyPosis coli) et les protéines de la famille 

axine/conductine (Barker et al., 2000; Harwood, 2002; Kimelman and Xu, 2006). Lors de la 

formation du complexe de dégradation, la β-caténine est phosphorylée à son extrémité N-

terminale par GSK3β (Ser33 et Ser37) et par CK1 (Ser45). Ces sites de phosphorylations 

servent de sites de reconnaissance pour l’E3 ubiquitine-ligase β-TrCP. Il en résulte une 

polyubiquitinylation de la β-caténine et sa dégradation par le protéasome (McManus et al., 

2005).  

La voie de signalisation Wnt permet de contrôler la biodisponibilité de la β-caténine 

dans le cytoplasme. Toute accumulation cytoplasmique se traduit par la translocation de la 

β-caténine dans le noyau où elle peut alors se lier à divers facteurs de transcription tels TCF 

(Facteur de Lymphocyte T) ou encore FOXO3 (Essers et al., 2005b; MacDonald et al., 2009) 

(Figure 24). 

 

Figure 24 : Voie de signalisation Wnt/β-caténine canonique. La liaison de la protéine Wnt 

initie une cascade de signalisation qui conduit à l’activation de la β-caténine, son 

accumulation dans le cytoplasme et sa translocation dans le noyau et la transcription de 

gènes cibles (à gauche). Lorsque les récepteurs Fzz/LRP ne sont pas engagés, CK1 et 

GSK3B phosphorylent séquentiellement la β-caténine liée à l’axine. Par conséquent, la β-

caténine est ubiquitinylée et ciblée par le protéasome pour une destruction rapide (à droite) 

(Vilchez et al., 2016). 

Une activation anormale/oncogénique de la voie Wnt, par exemple par la perte de 

l’APC, conduit à une β-caténine constitutivement active qui favorise et prolonge l’activation 

des gènes cibles en aval, notamment le gène MYC, un oncogène, impliqué dans la 

prolifération cellulaire (van de Wetering et al., 2002) ce qui peut être lié à l’apparition de 

cancer (Beaulieu, 2015). La HTT participe aussi à stabilisation du complexe de dégradation 

de la β-caténine ce qui entraine une dégradation équilibré de la β-caténine. La stabilisation 
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du complexe est altérée par la présence de la mHTT ce qui contribue à une accumulation 

toxique de β-caténine (Godin et al., 2010). 

3.2.2. Signalisation Wnt non-canonique 

La signalisation Wnt β-caténine-indépendante englobe les voies qui n’utilisent pas un 

module β-caténine/TCF ou un module β-caténine/LEF mais utilisent d’autre voies de 

signalisation en aval, dont certaines provoquent une réponse transcriptionnelle. Il existe 

maintenant un ensemble confus de ces voies de Wnt non-canoniques, classées selon les 

récepteurs et/ou co-récepteurs utilisés et les voies effectrices activées en aval.  

i) Voie non-canonique PCP 

La voie β-caténine-indépendante la mieux caractérisée est la voie de PCP. Les 

éléments transmembranaires à la base de la voie PCP comprennent le récepteur FZZ, le 

récepteur transmembranaire VANGL et la cadhérine, Flamingo. Les protéines 

cytoplasmiques de base sont DSH, Prickle ou Diego. Flamingo peut recruter soit FZZ ou 

VANGLE, et ensuite recruter DSH et Prickle (Zallen, 2007). DSH interagit de manière 

compétitive avec Prickle et Diego. Alors que Diego favorise la signalisation FZZ par DSH, 

Prickle l’inhibe. Ces composants PCP de base sont souvent asymétriquement localisées 

dans les cellules. Ainsi, en fonction de la localisation de ces composants, la voie PCP peut 

être activée ou inhibée sur certains sites au sein d’une cellule. 

Les récepteurs FZZ activent une cascade qui implique les petites GTPases (RAC1/ 

RhoA) et c-Jun N-terminal kinases (JNK). Cette voie peut conduire à des changements dans 

le cytosquelette et la polarité cellulaire par l’intermédiaire de petites GTPases et/ou 

l’activation transcriptionnelle de facteurs de transcription JNK-dépendant, par exemple ATF2 

(Activating transcription Factor 2), avec activation simultanée de leur gènes cibles (Simons 

and Mlodzik, 2008; Kikuchi et al., 2011). La voie PCP est largement impliquée dans la 

régulation de la polarité cellulaire au cours des processus morphogénétiques. Chez les 

vertébrés, la voie PCP régit le mouvement des cellules durant la gastrulation, la fermeture du 

tube neural et l’orientation des stéréocils dans l’oreille interne (Simons and Mlodzik, 2008; 

Kikuchi et al., 2011). La voie PCP et la voie Wnt dépendante de la β-caténine sont bien 

connues pour être antagonistes l’une de l’autre, et ainsi l’inhibition de l’une entraînera la 

régulation à la hausse de l’autre. 

ii) Voie non-canonique Wnt- Ca2+ 

La seconde voie de signalisation β-caténine indépendante est la voie Wnt-Ca2+ qui a 

été initialement identifiée dans les embryons de X. laevis et de zebrafish (Slusarski et al., 
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1997). Dans ce cas, les ligands Wnt, en se fixant à Fzz, déclenchent l’activation des 

protéines G hétérotrimériques ce qui conduit à l’activation de la phospholipase C (PLC). La 

PLC stimule à son tour la production de diacylglycérol et d’inositol-1,4,5-triphosphate et 

déclenche libération de Ca2+ des réserves intracellulaires et induit l’activation d’effecteurs tels 

que CAMKII, la calcineurine et la protéine kinase C (PKC), qui activent NFAT (facteur de 

transcription nucléaire associé régulateur aux des cellules T). Cette voie est impliquée dans 

le cancer, l’inflammation et la neurodégénération (De, 2011).  

Outre ces deux voies β-caténine-indépendantes, il existe des événements tissus-

spécifiques supplémentaires déclenchés par les ligands Wnt en combinaison avec Frizzled 

ou des co-récepteurs spécifiques qui ne tombent pas dans ces catégories dont une voie qui 

nous intéresse particulièrement et sera discutée ci-dessous et plus particulièrement au cours 

des chapitre 2 et 3 : la voie Ryk-ICD/FOXO3/β-caténine. 

3.2.3. Voie Ryk-ICD 

Longtemps considéré comme un récepteur orphelin, Ryk est devenu, en seulement 

quelques années, le sujet de nombreuses recherches. L’identification de Ryk comme co-

récepteur des protéines Wnt (Eisenmann, 2005) a été un des éléments déclencheurs de ces 

recherches. En effet, ce récepteur atypique est impliqué dans plusieurs processus 

développementaux comme la formation de la vulve chez C. elegans (Deshpande et al., 

2005), la neurogenèse corticale (Lyu et al., 2008b), le guidage axonal et la synaptogenèse 

chez les mammifères (Bovolenta et al., 2006), avec aussi un rôle supposé dans l’inhibition 

de la régénération axonale (Liu et al., 2008b).  

 

Figure 25 : Structure du récepteur Ryk. Ryk contient dans sa partie intracellulaire, 

un domaine RTK catalytiquement actif bien que la présence de plusieurs substitutions 

d’acides aminés sur ce domaine ait longtemps fait penser le contraire. La liaison avec les 

ligands Wnt s’effectue au niveau du domaine WIF, situé dans la partie extracellulaire du 

récepteur. Ryk (75kDa) possède aussi deux sites de clivage : l’un situé dans le domaine 

extracellulaire du récepteur et responsable de la libération d’un fragment de 45 kDa appelé 

CTF (C-Terminal Fragment), l’autre situé dans la partie transmembranaire du récepteur, est 

clivé par le complexe gamma-sécrétase, libérant le domaine intracellulaire de Ryk (Ryk-ICD) 

de 42kDa. Enfin, Ryk possède un domaine de liaison aux protéines à domaine PDZ dans sa 

région carboxyterminale. TYRKC, Tyr kinase catalytic domain; WIF, Wnt-inhibitory factor-1 

like domain (Niehrs, 2012). 
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Ryk (Receptor Tyrosine Kinase-related ) est un récepteur transmembranaire de la 

famille des récepteurs tyrosine kinase (Hovens et al., 1992) qui se lie à Wnt (aussi connu 

sous le nom Derailed (DRL) chez D. melanogaster) (Yoshikawa et al., 2003; Lu et al., 2004). 

C’est un récepteur à un seul domaine transmembranaire (Halford and Stacker, 2001) dont le 

domaine extracellulaire contient un module WIF (WNT-inhibitory factor-1 like domain) qui 

permet la liaison des ligands Wnt à Ryk (Lu et al., 2004). En plus de la liaison aux ligands 

Wnt, Ryk peut également interagir directement avec FZZ (Hsieh et al., 1999) ce qui suggère 

que Ryk agit également comme un co-récepteur de Wnt (Figure 26). Cette protéine est très 

conservée au travers des espèces, avec un gène Ryk chez les mammifères, zebrafish et C. 

elegans et trois orthologues chez la drosophile (Fradkin et al., 2010). Ryk est impliqué dans 

les voies de signalisation β-caténine-dépendante, la voie PCP et la voie Ca2+-dépendante 

(Lu et al., 2004; Berndt et al., 2011; Macheda et al., 2012). 

i) Implication de Ryk dans la voie β-caténine-dépendante 

Il y a de nombreuses interaction entre Ryk et la β-caténine qui participent à la 

modulation des voix de signalisation β-caténine-dépendante : 

 L’activation de DSH par FZZ peut se produire de manière indirecte et être médiée par 

Ryk (Lu et al., 2004). Ryk et DSH sont liées dans les cerveaux de souris et leur co-

expression dans des cellules HEK 293T (Human Embryonic Kidney 293T) conduit à une 

augmentation de l’activation de la voie TCF (Lu et al., 2004). L’interaction entre Dishevelled 

et Ryk est éliminée par une mutation du domaine PDZ de Dishevelled, et la suppression 

endogène de Dishevelled supprime l’activation de la voie TCF médiée par Wnt3a. 

Les pertes de fonction de lin18/RYK mènent à l’impossibilité pour le ligand Wnt3a 

d’activer les gènes sous le contrôle de la β-caténine. (Lu et al., 2004). De plus, Ryk est 

ubiquitynilé par l’E3 ubiquitine-ligase Mind Bombe 1 (MIB1) ce qui réduit son niveau à la 

membrane plasmique. Cette diminution de Ryk à la membrane conduit à la répression des 

gènes liée à une activité β-caténine dépendante (Berndt et al., 2011) ce qui suggère un lien 

entre Ryk et la β-caténine. En effet le fragment Ryk-ICD peut se lier à la β-caténine, réprime 

ses effets de co-facteur. Nous détaillerons cela dans la partie iii. 

ii) Implication de Ryk dans la voie PCP 

Ryk est un impliqué dans la voie de signalisation Wnt/PCP, il active RhoA, un effecteur 

en aval de la signalisation PCP (Macheda et al., 2012). L’analyse détaillée de deux 

organismes modèles vertébrés a montré que des phénotypes Ryk étaient compatibles avec 

la signalisation PCP. Chez le poisson zèbre, l’inactivation de ryk a révélé une interaction 

entre Ryk et Wnt11 au cours du processus de l’extension des embryons régulé par la voie 
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régulée PCP (Macheda et al., 2012). Des embryons de souris déficients en ryk présente une 

perturbation de polarité des stéréocils, un phénotype associé à un dysfonctionnement de la 

signalisation PCP. Cette perturbation est médiée par une interaction entre Ryk et VANGL2 

qui forme un complexe protéique (Andre et al., 2012; Macheda et al., 2012). 

iii) la voie Ryk-ICD 

L’activité de Ryk est aussi médiée par son fragment intracellulaire Ryk-ICD. Le 

fragment Ryk-ICD est issu du clivage de Ryk par les gamma-sécrétases. Ce clivage permet 

la libération du fragment Ryk-ICD dans le cytoplasme et la translocation de Ryk-ICD dans le 

noyau avec notamment un rôle dans la différenciation des cellules souches neurales en 

réponse à une stimulation par les ligands Wnt (Lyu et al., 2008b). Le domaine intracellulaire 

Ryk-ICD est stabilisé dans le cytoplasme par Cdc37 (Lyu et al., 2009) et les ligands Wnt 

comme Wnt3a favoriseraient la translocation nucléaire de Ryk-ICD (Lyu et al., 2008b). Les 

effets transcriptionnels du fragment Ryk-ICD et ses mécanismes de translocation sont 

inconnus à ce jour. Nous verrons dans la partie III que Ryk peut se lier à la β-caténine et qu’il 

forme avec FOXO3 et la β-caténine, un complexe tripartie. Nous étudierons les effets 

potentiels de la formation de ce complexe sur la régulation de gènes considérés comme 

cibles de FOXO3 et dépendants ou non de la mHTT. 

.  
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Modèle Neurodéveloppemental 
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Les premières utilisations de cellules souches pluripotentes humaines reposaient sur 

l’utilisation de cellules souches embryonnaires. Ces cellules sont prélevées dans la masse 

cellulaire interne du blastocyste chez les embryons humains issus de fécondation in vitro. 

Bien que leurs utilisations présentent un avenir prometteur dans le monde de la recherche 

et dans le monde médical, leur provenance et leur utilisation potentielle soulèvent des 

problèmes éthiques conséquents.  

Afin de contourner ces limites, en 2006, Shinya Yamanaka réalise un exploit 

scientifique. En s’appuyant sur les travaux de John Gurdon, il parvint à dédifférencier des 

cellules matures. Via des agents rétroviraux, Yamanaka et collègues (Takahashi and 

Yamanaka, 2006) introduisent dans des fibroblastes de souris adultes, quatre facteurs de 

transcription présents dans les cellules souches embryonnaires : Myc, Oct3/4, Klf4 et Sox2. 

L’introduction de ces facteurs induit la dédifférenciation des cellules matures vers un état de 

pluripotence caractéristique de l’état embryonnaire. En 2007, ce sont des cellules humaines 

adultes que l’équipe de Yamanaka (Takahashi et al., 2007) parvint à dédifférencier en 

cellules souches pluripotentes induites (iPSC) en utilisant le même procédé. 

A présent, et ce depuis son apparition, la technologie iPSC a déjà montré un fort 

potentiel en tant que modèle pour de nombreuses maladies. Ce potentiel est encore 

renforcé par la combinaison de la technologie iPSC avec le génie génétique (TALENs, 

CRISPR) qui permet la correction des mutations dans les iPSC dérivées de patients, ainsi 

que la modification de gènes pour faciliter la différenciation vers des types cellulaires 

spécifiques. La conclusion selon laquelle il est possible de moduler l’identité des cellules a 

également introduit la possibilité de reprogrammation directe, dans lequel la conversion du 

destin cellulaire est obtenue par la surexpression de multiples facteurs de transcription sans 

revenir à un état pluripotent. 

L’existence actuelle des iPSC fourni des preuves solides que les facteurs de 

transcription, en particulier les « master regulators » à la base de l’identité cellulaire, 

peuvent modifier le destin des cellules. 

Comme pour beaucoup d’autres maladies neurodégénératives, de nombreuses 

découvertes concernant la MH ont été faites par l’intermédiaire d’animaux transgéniques et 

des cultures primaires de neurones de rongeurs. Comme les cellules humaines malades ne 

sont pas si aisées à obtenir, la plupart des travaux pour la compréhension des mécanismes 

pathogéniques de la MH ont été effectués sur des tissus murins et malgré une modélisation 

réussie de plusieurs aspects de la MH in vivo et in vitro, des thérapies qui semblaient 

bénéfiques dans ces modèles se sont avérées décevantes au cours des essais cliniques 

humains. 
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Plus récemment, les études dans les tissus humains étaient limitées aux cellules 

immortalisées ou transformées, aux tissus fixés post-mortem et aux échantillons de sang. 

Bien qu’utiles à certains égards, les cellules immortalisées ont des propriétés biologiques 

fondamentalement différentes de celles des cellules du cerveau tandis que les tissus fixés 

sont soumis à la modification de l’ADN et de l’ARN, et la disponibilité de ces tissus est 

limitée. Quant aux échantillons de sang, ils sont utiles pour détecter des changements 

d’expression des gènes qui peuvent ainsi être utilisés comme biomarqueurs de la 

progression de la maladie (Borovecki et al., 2005; Lovrecic et al., 2009; Long et al., 2012) ; 

mais ces changements ne récapitulent que certaines caractéristiques moléculaires de la 

MH. 

La découverte des iPSC offre de nouvelles possibilités passionnantes pour 

développer des modèles de la MH in vitro qui reflètent plus précisément la maladie 

humaine. Ces cellules obtenues directement auprès des patients MH peuvent proliférer 

indéfiniment et se différencier en MSN, le sous-type de neurones sensibles dans la MH. 

Bien que la MH soit une maladie avec une déclaration tardive, des données récentes 

suggèrent que les iPSC issus de patients Huntongton récapitulent plusieurs aspects de la 

maladie humaine (An et al., 2012a; TheHD-Consortium, 2012). Nous allons décrire dans les 

paragraphes suivant les cellules souches, des caractéristiques à l’obtention en passant par 

leurs utilités et leurs limites. 

1.  Cellules souches 

La notion de cellule souche (CS), traduction de l’expression anglaise « stem cell « a 

été introduite pour la première fois en 1883 mais n’en avait pas encore la signification qu’on 

lui connait en 2016 (Rey, 2003). Les cellules souches ou cellules indifférenciées sont 

définies par leur capacité à s’auto-renouveler à l’identique et à se différencier en type(s) 

cellulaire(s) spécialisé(s) (Tiedemann et al., 2001). Elles sont présentes à la fois au stade 

embryonnaire, menant à la formation des tissus qui constitueront l’organisme, mais 

également dans l’organisme adulte, où elles sont localisées dans des endroits protégés 

appelés « niches «. Les cellules souches adultes permettent la régénération des tissus et 

ainsi le maintien de l’homéostase tissulaire. Leur perte, même partielle, peut avoir des 

conséquences désastreuses. De manière globale, les cellules souches sont trouvées chez 

tous les êtres vivants multicellulaires. Le terme de cellules souches rassemble une grande 

variété de cellules aux potentiels divers.  

1.1. Différents types de cellules souches 
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Les cellules souches peuvent être classées en 3 différents grades de différenciation 

qui sont issus de 3 étapes du développement embryonnaire. Après fécondation et jusqu’au 

stade morula (chez l’Homme, 4 jours après la fécondation), les cellules ont la capacité de se 

différencier dans tous les types cellulaires embryonnaires et extra-embryonnaires, et sont 

dites totipotentes. 

Au 5ème jour, l’embryon n’est plus homogène et est implanté dans l’utérus. Au sein du 

blastocyste, seule la masse cellulaire interne (MCI) formera l’embryon. Les cellules de la 

MCI sont dites pluripotentes c’est-à-dire quelles sont capables de se différencier en tissus 

embryonnaires ainsi qu’en cellules germinales.  

Au cours de la gastrulation, les cellules souches pluripotentes se différencient vers l’un 

des trois feuillets embryonnaires ou participent à la lignée germinale. Ces cellules qui sont 

différenciées et peuvent donner plus de quatre types cellulaires différents sont dites 

multipotentes. Elles présentent un potentiel de différenciation diminué par rapport aux CS 

pluripotentes puisqu’elles sont déjà engagées dans un programme de différenciation 

tissulaire spécifique. Ces cellules sont présentes au cours du développement embryonnaire 

mais aussi chez l’adulte, protégées dans des niches. Chez l’adulte, on distingue notamment 

les CS mésenchymateuses à l’origine des lignées ostéoblastiques, chondroblastiques et 

adipocytaires (Santamaria-Martinez et al., 2009) situées dans la moelle osseuse. On y 

retrouve aussi les cellules souches hématopoïétiques qui donnent naissances aux cellules 

sanguines (thrombocytes, leucocyte, érythrocyte) (Lim et al., 2013). Enfin, on trouve aussi 

des cellules souches neurales (CSN) localisées au niveau de deux zones du cerveau chez 

l’adultes : la zone sous ventriculaire et le gyrus denté de l’hippocampe, cellules qui peuvent 

se différencier en neurones et en cellules gliales (Decimo et al., 2012) (Figure 26). 

On peut distinguer des rangs inférieurs de CS. Les cellules tri/bipotentes qui comme 

leur nom l’indique, ont la capacité de se différencier respectivement en trois ou deux types 

cellulaires. A titre d’exemple de CS tri/bipotentes localisées au niveau de la moelle, on 

distingue : les CS chondro-ostogéniques (Ohgushi and Caplan, 1999) ou encore les CS 

chondro-ostéo-adipogéniques (Pittenger et al., 1999) 
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Figure 26 : Différents stades de potence cellulaire.  

1.2. Cellules souches pluripotentes 

Comme nous l’avons vu précédemment, on retrouve cette capacité de différenciation 

presque illimitée uniquement dans les cellules embryonnaires. Il existe différent types de 

cellules pluripotentes, nous en citerons quatre d’origine embryonnaire et un issu de la 

reprogrammation, modèle d’étude utilisé pour nos travaux. 

i) Cellules embryonnaires du carcinome  

Historiquement, des cellules indifférenciées ont été observées dès 1964 à partir des 

cellules tumorales testiculaires de souris et donnant tous types de cellules (muscle, cartilage, 

tissu neural). La recherche débuta vraiment dans les années 1970 quand il fut possible 

d’induire des tératocarcinomes, et d’obtenir ainsi ce qu’on nomma les cellules embryonnaires 

carcinomiques (ECC), des cellules pluripotentes. Ces cellules ont la capacité de se multiplier 

en conservant leurs caractéristiques en culture in vitro. L’étude de ces cellules a permis de 

mettre en évidence l’importance de la présence de feeders (ou cellules nourricières), pour le 

maintien à l’état indifférencié (Smith and Hooper, 1983; Draper et al., 2004; Kieffer et al., 

2010). 

ii) Cellules souches embryonnaires 

C’est en 1981 que sont générées les premières générations de cellules embryonnaires 

murines (mESC) dérivées de la MCI au stade blastocyste (Evans and Kaufman, 1981; 

Martin, 1982). Les mESC ont un potentiel de pluripotence bien plus large que celui des ECC 

et permettent la génération de multiples modèles murins. Les cultures obtenues contenaient 

des populations cellulaires se développant sous forme de colonies. On a beaucoup appris 

suite à la génération de lignées de mESC en termes de méthodes de prolifération, de 

dépendance aux facteurs de croissance, et d’expression de marqueurs caractéristiques des 

stades précoces du blastocyste, tels que le facteur de transcription à domaine POU (Pit-1 
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Oct-1 Unc-86) Oct 3/4 (Octamer Transcription Factor 3/4) (Rosner et al., 1990; Scholer et 

al., 1990), le facteur de transcription à homéodomaine Sox (SRY-related HMG-box gene 2) 

(Yuan et al., 1995) , le gène Rex-1 (Reduced Expression Protein 1) (Rogers et al., 1991), 

l’activateur transcriptionnel Utf-1 (Undifferentiated embryonic cell transcription factor 1) 

(Okuda et al., 1998), ainsi que les épitopes Ssea-1 et Ssea-3 (stage-specific embryonic 

antigen 1/3) (Krupnick et al., 1994). L’étude des conditions de culture nécessaires pour le 

maintien de la pluripotence a permis de mettre en évidence l’importance de la présence de 

Lif (Leukemia Inhibitory Factor) pour le maintien à l’état indifférencié des mESC (Smith et al., 

1988). Il faudra attendre 1988 pour que les premières ESC humaines (hESC) et de primates 

soient générées (Thomson et al., 1998b; Thomson and Marshall, 1998; Thomson et al., 

1998a). Des études suggèrent que des différences existent entre les lignées ES souris et 

humaines. Similaires aux cellules mES, les hESC expriment des antigènes embryonnaires 

spécifiques tels que SSEA-1, au moins quelques-unes des hESC expriment des marqueurs 

de surface (glycolipides et des glycoprotéines) qui ont été initialement identifiés sur les ECC 

comme SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-81 (teratocarcinoma-related antigen 1–81), TRA-1-60. 

iii) Cellules souches de l’épiblaste (EpiSC) 

Des lignées de cellules souches pluripotentes murines ont été établies à partir de 

l’épiblaste après l’implantation des embryons (stade embryonnaire E5,5 à E6,5). Ces 

cellules sont appelées EpiSC (epiblast stem cell). Les EpiSC diffèrent de manière 

significative des ES murines mais partagent des caractéristiques communes avec les 

cellules ES humaines (Brons et al., 2007; Tesar et al., 2007). 

iv) Cellules embryonnaires germinales (EGC) 

Au stade de la gastrulation, seules les cellules germinales primordiales (PGC) 

conservent des caractéristiques de pluripotence. Ces PGC sont des précurseurs des 

ovocytes et des spermatocytes qui sont prélevés sur les crêtes génitales d’embryons 

avortés entre la cinquième et la neuvième semaine de développement (Shamblott et al., 

1998). C’est de là que sont issues les cellules embryonnaires germinales (EGC), chez 

l’Homme comme chez la souris. 

v) Cellules souches pluripotentes induites (iPSC)  

C’est en combinant les connaissances acquises sur la reprogrammation nucléaire et 

sur les cellules souches pluripotentes que Takahashi et Yamanaka réussirent en 2006 à 

reprogrammer des fibroblastes murins. En 2007, ce sont des cellules humaines adultes 

qu’ils parvinrent à dédifférencier. 
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2.  Cellules souches pluripotentes induites ou iPSC 

En 2012, le Japonais Shinya Yamanaka et le Britannique John Gurdon sont 

récompensés pour leurs travaux sur la reprogrammation nucléaire. En 1962, John Gurdon a 

découvert que l’ADN d’une cellule de grenouille adulte (Gurdon, 1962) contenait toutes les 

informations nécessaires pour transformer une cellule en tous les autres types de cellules. 

En utilisant la technique du SCNT (Somatic Cell Nuclear Transfert) mise au point par 

Gurdon, la naissance de la brebis Dolly en 1996 était la preuve ultime que les cellules de 

mammifères peuvent être reprogrammées et établir un état entièrement totipotent. C’est 

ainsi qu’en 2006, le Japonais Shinya Yamanaka a découvert que des fibroblastes 

embryonnaires de souris pouvaient être reprogrammés et redevenir immatures (Takahashi 

and Yamanaka, 2006). 

Jusqu’alors, les cellules ES représentaient la seule source de cellules souches 

pluripotentes. Bien que beaucoup de points restent à vérifier, les cellules souches induites 

représentent actuellement une source cellulaire inépuisable présentant les mêmes 

capacités de différentiation que les cellules ES et ne nécessitant pas la destruction 

d’embryon. La découverte de Yamanaka a permis d’apporter de nouvelles options à la fois 

pour la recherche fondamentale et clinique, en fournissant d’une part des modèles d’étude 

patient-dépendant et d’autre part un modèle thérapeutique.  

2.1. Différenciation des fibroblastes en iPSC  

2.1.1.  Choix de la cellule initiale  

Depuis 2006, de nombreux types cellulaires ont été reprogrammés, de la souris à 

l’Homme en passant par les primates. La grande diversité des cellules qui ont été 

reprogrammées démontre que la majorité des types cellulaires peuvent être dédifférenciée. 

Cependant les fibroblastes restent le type cellulaire de prédilection pour la 

reprogrammation. Ce sont des cellules facilement accessibles par biopsies cutanées, 

facilement amplifiables et facilement modifiable génétiquement.  

Le choix des cellules initiales est critique pour l’efficacité et la cinétique de 

reprogrammation. La reprogrammation des fibroblastes avec les facteurs OSKM a une 

efficacité de 0,01% à 0,1% alors que la reprogrammation des kératinocytes a une efficacité 

de l’ordre de 1% (Aasen et al., 2008). Cependant leur mise en culture est bien plus 

compliquée que celle des fibroblastes, ce qui fait des fibroblastes, un type cellulaire à 

privilégier. 
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Les cellules somatiques, contrairement aux iPSC qui peuvent se renouveler de 

manière infinie, ont un nombre limité de division cellulaire et suite au vieillissement, rentrent 

en phase de sénescence réplicative. La sénescence apparaît donc comme incompatible 

avec la reprogrammation vers la pluripotence. Dans ce sens, l’accumulation de nombreux 

passages est associée à une diminution drastique de l’efficacité de reprogrammation (Utikal 

et al., 2009). Cependant des cellules sénescentes particulièrement âgées ont pu être 

reprogrammées en forçant l’expression de 6 facteurs - OCT4, SOX2, KLF4, MYC, LIN28 et 

NANOG. (Lapasset et al., 2011). Lapasset et collègues ont montré que la reprogrammation 

« rajeunissait » les cellules par notamment un rallongement des télomères et un 

métabolisme mitochondriale qui apparaissait similaire à celui des ESC. 

Il faut aussi noter que la sous-expression de gènes suppresseurs de tumeurs tels que 

p53, p21CdknIa, p16Ink4a et p19Arf dans les fibroblastes améliore l’efficacité et la cinétique de la 

reprogrammation en induisant l’immortalisation des cellules et en interférant avec 

l’apoptose. Cependant, la reprogrammation en l’absence de p53 entrainait une 

augmentation des altérations génétiques (Ho et al., 2011).  

2.1.2. Facteurs de reprogrammation 

Afin de « rajeunir » des cellules somatiques au stade cellules souches pluripotentes, 

l’équipe de Yamanaka a cherché à identifier les gènes impliqués dans le maintien de la 

pluripotence et de l’auto-renouvèlement des cellules souches embryonnaires. Ils ont pu 

identifier 24 gènes permettant la reprogrammation des cellules somatiques. 

Individuellement, ces gènes n’induisent pas la reprogrammation cellulaire mais l’expression 

simultanée des 24 gènes permet l’apparition de cellules avec une morphologie proche des 

cellules souches embryonnaires de souris. Ils ont pu établir que la réactivation d’un cocktail 

de 4 chez la souris appelé les facteurs de Yamanaka (ou OSKM): Myc, Oct3/4, Klf4 et 

Sox2 permettait le rajeunissement cellulaire (Takahashi and Yamanaka, 2006) (Figure 27). 

Ce cocktail de facteurs de transcription, OSKM, permet la reprogrammation de différents 

types de cellules somatiques et ce, pour différentes espèces, y compris le singe rhésus (Liu 

et al., 2008a) et les cellules humaines (Takahashi et al., 2007). 

En 2007 plusieurs équipes parvinrent à reproduire le protocole de Yamanaka et ainsi 

générer des iPSC à partir de fibroblastes murins (Blelloch et al., 2007; Meissner et al., 2007; 

Wernig et al., 2007).  

Au cours de cette même année, Takahashi et Yamanaka, appliquèrent leur protocole 

de dédifférenciation sur des cellules humaines (Takahashi et al., 2007; Yu et al., 2007). De 

la même manière que chez les souris, les iPSC humaines présentaient les caractéristiques 
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morphologiques des cellules souches embryonnaires humaines (marqueurs membranaires, 

facteurs de transcription) et sont aussi capables de former les trois feuillets embryonnaires. 

S’en suit l’apparition de nombreux autres cocktails de reprogrammation directe comme 

celui décrit par Yu et collègues qui permet la reprogrammation de fibroblastes humains en 

utilisant les gènes suivant : OCT4, SOX2, NANOG et LIN28 (Yu et al., 2007), ce qui suggère 

que OCT4 et SOX2 sont indispensables alors que NANOG, LIN28, KLF4 et MYC sont des 

facteurs de soutien alternatifs. Par la suite, la majorité des laboratoires utiliseront les facteurs 

de Yamanaka pour générer des iPSC. 

Des études ultérieures ont démontré que moins de facteurs sont nécessaires pour la 

reprogrammation; le gène MYC, un oncogène, n’est pas indispensable bien qu’en son 

absence, l’efficacité de reprogrammation des iPSC est nettement plus faible et le temps de 

reprogrammation beaucoup plus long (Nakagawa et al., 2008). Dans certains cas, comme 

celui des cellules souches neurales, l’expression d’un seul facteur (OCT4) est suffisante 

(Kim et al., 2009). 

 

Figure 27 : Protocole de reprogrammation des fibroblastes humains jusqu’au stade 

iPSC. Les fibroblastes humains sont mis en culture sur MEF avec le cocktail de 

reprogrammation OSKM. Au bout de 21 jours environ, les premières colonies iPSC sont 

établies. Des nombreuses validations sont à faire pour évaluer la dédifférenciation et l’état de 

pluripotence des cellules (Park et al., 2008a). 

2.1.3. Techniques de reprogrammation 

2.1.3.1. Approches intégratives 

Les premières générations iPSC ont été établies à l’aide d’approches dites 

intégratives, c’est-à-dire en intégrant directement dans le génome des fibroblastes les 

facteurs de reprogrammation. Différentes techniques ont été mises au point afin 

d’optimiser l’efficacité de reprogrammation et d’extinction des facteurs étant donné que 
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seul les iPSC avec une activation des gènes de pluripotence et une extinction des 

transgènes, sont considérées comme reprogrammées (Hotta and Ellis, 2008). Ce 

silencing est d’autant plus important que certains facteurs comme MYC sont des gènes 

oncogènes.  

i) Vecteurs rétroviraux 

La première génération d’iPSC a été créée à l’aide de vecteurs rétroviraux. Les 

fibroblastes de souris ont été transduits à l’aide de vecteurs rétroviraux dérivés du MMuLV - 

virus de la leucémie murine de Moloney (Moloney murine leukemia virus). Les MMuLV sont 

des rétrovirus à ARN monocaténaire et contiennent une reverse transcriptase (RT) qui 

assure la rétro-transcription du génome d’ARN en ADN une fois la cellule infectée. L’ADN 

est ensuite intégré dans le génome de cellules infectées lorsque celles-ci se divisent.  

L’intégration permanente dans le génome de ces vecteurs pose un certain nombre de 

problèmes. En premier lieu, il y a un risque fort de mutagenèse insertionnelle. D’autre part 

l’extinction des vecteurs, même si elle est généralement efficace, n’est pas toujours 

complète et il peut persister une expression résiduelle qui peut limiter la capacité de 

différenciation des cellules reprogrammées (González et al., 2011). Enfin, l’expression des 

vecteurs peut être ultérieurement réactivée et affectée la prolifération ou la différenciation 

des cellules. Par exemple, la réactivation de Myc dans des souris chimériques serait 

responsable de la formation de tumeurs (Okita et al., 2007). 

D’autre méthodes d’apport des facteurs de dédifférenciation ont été développées, 

avec comme objectif soit d’améliorer l’efficacité du processus, soit de le rendre plus sûr. 

ii) Vecteur lentiviraux 

Les vecteurs lentiviraux ont également été utilisés avec succès pour exprimer 

l’ensemble des facteurs de reprogrammation (Blelloch et al., 2007; Yu et al., 2007). Ils sont 

généralement issus du VIH (Virus d’Immunodéficience Humaine). Ils permettent à la fois 

l’infection des cellules en division et les cellules ne se divisant pas. Cependant, par rapport 

aux rétrovirus, les lentivirus sont moins efficacement réprimés dans les iPSC ; ce qui peut 

compliquer l’identification des clones iPSC de bonne qualité (Hotta and Ellis, 2008).  

La reprogrammation à l’aide de virus entraîne la production de particules virales 

potentiellement nocives qui expriment des oncogènes puissants tels que MYC. Les lignées 

iPSC générés en utilisant ces vecteurs portent des insertions de transgènes distribuées au 

hasard dans le génome (Varas et al., 2009) ce qui pourrait perturber l’expression de gènes 
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suppresseurs de tumeur ou alors des oncogènes. De plus, les virus génèrent inévitablement 

des lignes iPSC.  

Même bien inactivés, les transgènes viraux peuvent éventuellement être réactivés au 

cours de la différenciation, au cours du cycle de vie des iPSC à l’apparition de tumeurs 

(Okita et al., 2007).  

iii) Transfection de vecteurs linéaires 

Afin d’éviter l’utilisation de vecteurs viraux, la transfection d’ADN de référence en 

utilisant des liposomes ou la technique d’électroporation est une bonne alternative. Une 

amélioration essentielle a été faite depuis la conception de vecteurs polycistroniques qui 

permettent l’expression de plusieurs ADNc à partir du même promoteur. Ces constructions 

comprennent des séquences peptidiques 2A auto-destructrices (d’environ 20 acides aminés 

de long) du virus de la fièvre aphteuse (VFA). Lorsqu’il est cloné entre les différents ADNc, 

le peptide 2A permet aux ribosomes de continuer la traduction du cistron après la sortie de 

la première protéine à son extrémité carboxy-terminale fusionnée à 2A. Cela se traduit par 

l’expression de quantités pratiquement stœchiométriques de chaque protéine codée par le 

polycistron. Un tel système a été testé avec succès sur les ESC (Hasegawa et al., 2007). 

En utilisant un vecteur polycistronique avec un peptide 2A linéarisé flanqué par des sites 

loxP qui permet de supprimer la cassette de reprogrammation, des fibroblastes de souris 

ont été reprogrammés avec succès.  

Le principal avantage de cette approche est la possibilité de supprimer les ADNc de 

reprogrammation, ce qui améliorerait le potentiel de différenciation des iPSC et, plus 

important encore, d’éviter la réactivation ou l’expression constitutive d’un des facteurs de 

reprogrammation, et ainsi, en théorie, réduire leur potentiel oncogène.  

iv) Système piggyBac transposon 

Pour améliorer l’intégration stable de constructions non virales, certaines équipes ont 

déplacé les vecteurs de base dans un système piggyBac (PB) transposon (Cary et al., 

1989). La transposase PB est active dans les cellules souches embryonnaires de souris 

(Wang et al., 2008) et humaines (Lacoste et al., 2009), et assure une meilleur intégration 

génomique que l’intégration aléatoire de plasmides linéarisés. Le système de 

reprogrammation PB comprend la transposase PB qui permet le transfert de gènes et un 

transposon contenant la séquence d’intérêt flanquée aux niveaux 5 ‘et 3’ (Cary et al., 1989; 

Fraser et al., 1995; Fraser et al., 1996). Le système PB est généralement composé d’un 

plasmide donneur contenant le transposon, co-transfecté avec un plasmide helper 

exprimant la transposase. Les transgènes linéaires issus de la Cre Recombinase laissent 
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une cicatrice génomique, y compris le site loxP, après suppression, alors que le système PB 

est, en théorie, supprimé sans modifier la séquence du site d’intégration suite à la 

remobilisation de la transposase. En utilisant des vecteurs de reprogrammation avec le 

système PB, un certain nombre de groupes de recherches ont généré des cellules souches 

pluripotentes humaines et murines et ensuite supprimé les transgènes (Woltjen et al., 2009; 

Yusa et al., 2009) conduisant ainsi à des iPSCs théoriquement génétiquement non 

modifiées. Parmi les méthodes d’intégration, cette approche est la seule qui garantit une 

suppression précise des transgènes, même si des modifications sont parfois observées 

dans les sites d’insertion, dont les séquences doivent donc être vérifiées (Park et al., 

2008b). 

 

Les systèmes d’intégration permettent la production efficace d’iPSC avec insertions de 

transgènes simples, qui sont supprimés après la reprogrammation. La suppression abaisse 

les risques de mutagenèse d’insertion ou l’oncogenèse (en excluant la réactivation de MYC) 

et l’amélioration de la capacité de différenciation des iPSC. Même si ce sont des 

améliorations importantes pour la sécurité et la qualité des iPSC, leurs effets possibles au 

cours du processus de reprogrammation en termes de stabilité génomique ou de 

remodelage épigénétique aberrant doivent encore être évalués. 

2.1.3.2. Approches non-intégratives 

Les approches non-intégratives permettent de contourner certaines limites des 

approches intégratives : la modification génétique permanente résultant de l’intégration des 

vecteurs rétroviraux ou lentiviraux classiques, ou les cicatrices génomiques laissées par la 

suppression de vecteurs Cre-lox inductibles, les transgènes d’ADN nu ou la remobilisation 

de transposons non conservatrices. 

En fonction de la population de départ, certaines des approches non-intégratives sont 

difficiles à appliquer en raison d’une faible infection ou efficacité de transfection, une faible 

survie cellulaire, une cinétique de reprogrammation longue ou encore d’autres limitations. 

Ces considérations soulignent l’un des principaux inconvénients de ces méthodes: elles 

sont généralement inefficaces et peu reproductibles, ce qui est la principale raison pour 

laquelle aucun consensus n’a encore été trouvé dans la communauté en ce qui concerne 

une méthode de choix. 

i) Vecteurs viraux non-intégratifs 
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L’une des premières tentatives pour générer des iPSC sans intégration a été 

rapportée par Stadtfeld et collègues (Stadtfeld et al., 2008), qui ont utilisé un vecteur 

adénoviral modifié pour la réplication. Les auteurs ont cloné les facteurs OSKM seul 

dans le vecteur et ont été en mesure de générer des iPSC sans transgène après 

l’infection d’hépatocytes de souris. Ces vecteurs transfèrent efficacement des gènes 

étrangers dans une large gamme de cellules hôtes (Tokusumi et al., 2002) et se 

répliquent sous la forme d’un ssRNA (ARN simple brin) anti-sens dans le cytoplasme des 

cellules infectées (Li et al., 2000; Inoue et al., 2003) 

ii) Vecteurs épisomiques transitoires 

Comme une alternative à l’utilisation de vecteurs viraux, certains groupes de 

recherches ont développé des stratégies de reprogrammation à partir de vecteurs 

épisomiques réplicatifs ou non-réplicatifs (Okita et al., 2008; Gonzalez et al., 2009; Jia et al., 

2010a). Les iPSC sont obtenues par transfection en série de deux plasmides exprimant 

respectivement, OSK et MYC (Okita et al., 2008; Okita et al., 2010), ou un seul plasmide 

exprimant l’ensemble des facteurs OSKM comme un polycistron (Gonzalez et al., 2009). 

Les cellules souches obtenues n’ont montré aucun signe d’intégration plasmidique.  

Afin de diminuer la taille des épisomes de reprogrammation et la suppression des 

séquences du squelette procaryote potentiellement méthylés, des vecteurs minicirculaires 

représentent une solution intéressante afin d’assurer l’expression des facteurs de 

reprogrammation en tant qu’épisome non-intégratifs et non-réplicatifs (Jia et al., 2010a). 

Ces vecteurs sont superenroulés, et l’origine de réplication bactérienne ainsi que la cassette 

de sélection sont éliminées par une recombinaison intramoléculaire avant la purification 

(Chen et al., 2003b; Chen et al., 2005). En comparaison avec des plasmides, les vecteurs 

minicirculaires montrent une plus forte efficacité de transfection (leur taille est généralement 

réduite d’au moins de 3 kb, la taille moyenne des squelettes que l’on trouve habituellement 

dans des vecteurs épisomiques) et on retrouve une expression ectopique des transgènes 

due à l’activation moindre des mécanismes de « silencing ». 

iii) Manipulation d’ARN et de microRNA 

Afin d’éliminer complètement les plasmides ou vecteurs viraux, Warren et collègues 

ont développé un système qui permet d’obtenir une reprogrammation efficace en iPSC en 

utilisant la livraison directe d’ARNm synthétiques (Warren et al., 2010). L’efficacité atteinte 

avec cette approche est beaucoup plus élevée que celle obtenue avec d’autres systèmes 

non-intégratifs Ce système exige une modification in vitro des transcrits ARN afin 

d’échapper à la réponse endogène antivirale contre les ARN simple brin. En fournissant des 
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ARN synthétiques codant pour les facteurs OSKM et Lin28, la reprogrammation a été 

obtenue par des transfections en séries sur des populations cellulaires variées (Warren et 

al., 2010).  

Les microARN sont de petits ARN non codants qui sont connus pour être critiques 

pour le contrôle de l’expression de plus d’un tiers de tous les gènes, suggérant leur 

implication potentielle dans la régulation de la reprogrammation nucléaire. Ils fournissent un 

moyen d’améliorer l’efficacité de la reprogrammation par la modulation des niveaux 

d’expression de certains miARN. En effet, certains miARN comme miR29b, cible 

directement l’ARNm codant pour plusieurs enzymes responsables de la méthylation de la 

cytosine (C) et la déméthylation de la 5-méthylcytosine (5-mC), via la 5-

hydroxyméthylcytosine (5-HmC) (Tahiliani et al., 2009). L’équilibre entre la 5-mC et 5-HmC 

est lié à la reprogrammation somatique (Maherali et al., 2007).  

L’étude des clusters miR-290-295, qui constituent plus de 70% de l’ensemble de la 

population miARN dans les ESC murines, a établi qu’ils étaient d’importants régulateurs du 

cycle cellulaire dans les ESC (Marson et al., 2008). Les clusters miARN tels que miR-291-

3p, miR-294 et miR-295 ont quant à eux la capacité d’améliorer l’efficacité de 

reprogrammation médié par Klf4, Oct4 et Sox2, mais pas en présence de MYC (Judson et 

al., 2009). Cela pourrait impliquer leur utilisation comme amplificateur de l’efficacité de 

reprogrammation, sans interventions exogènes dans l’ADN génomique des cellules hôtes  

 Protéines de transduction  

Une autre façon d’éviter l’introduction de matériel génétique exogène dans les cellules 

initiales est de fournir les facteurs de reprogrammation sous forme de protéines. Plusieurs 

études ont démontré que les protéines peuvent être délivrées directement dans les cellules 

in vitro et in vivo fusionnées avec des peptides assurant leur transfection, tels que le 

transactivateur de la transcription du VIH (Tat) et la polyarginine (Wadia and Dowdy, 2002; 

Michiue et al., 2005; Inoue et al., 2006). En utilisant cette approche, Zhou et collègues ont 

généré des protéines OSKM recombinantes fusionnées à un domaine de transduction de 

polyarginine(Zhou et al., 2009). Ils ont exprimé ces protéines modifiées dans des corps 

d’inclusion chez Escherichia coli. Les protéines ont été ensuite solubilisées, repliées et 

purifiées. Bien que prometteuse, cette stratégie présente une cinétique très lente et une 

faible efficacité. En outre, les protéines recombinantes utilisées dans ces méthodes sont 

généralement difficiles à purifier de manière reproductible dans les quantités requises, ce 

qui les rend difficilement utilisables en routine. 
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À l’heure actuelle, il est toujours difficile de choisir une stratégie de reprogrammation 

qui convient à toutes fins (Figure 28). Depuis la première publication de la reprogrammation 

des fibroblastes par administration rétroviral de seulement quatre facteurs (OSKM), un 

nombre important d’autres approches ont été développées pour induire la pluripotence à 

partir de cellules somatiques. Un défi majeur dans le domaine iPSC sera de déterminer 

comment ces différentes méthodes affectent la qualité des iPSC en termes de signatures 

transcriptionnelles, l’état épigénétique, l’intégrité du génome, la stabilité, la différenciation et 

le potentiel tumorigène. Les plates-formes de séquençage du génome entier vont 

probablement jouer un rôle important à l’avenir dans l’évaluation de l’intégrité du génome 

d’iPSC et vont certainement améliorer notre compréhension du mécanisme par lequel la 

reprogrammation se produit dans un type de cellule spécifique. 

 

Figure 28 : « Menu » de reprogrammation. Toute expérience de reprogrammation est 

déterminée par un certain nombre de choix préliminaires concernant le type de cellule initiale 

à reprogrammer, les facteurs à utiliser et méthode de livraison des facteurs. Ces choix 

dépendent non seulement de la disponibilité des cellules, mais aussi du but de la 

reprogrammation. Cette figure montre comment le type de cellule, les facteurs de 

reprogrammation et la méthode de livraison peuvent être évalués et choisis. CHD1, 

chromodomain-helicase-DNA-binding protein 1; DNMT1, DNA methyltransferase 1; DPPA4, 

developmental pluripotency associated 4; E-cadherin, epithelial cadherin; ERK, extracellular 
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signal-regulated kinase; MAPK, mitogen-activated protein kinase; MMLV, Moloney murine 

leukaemia virus; PRC2, Polycomb repressive complex 2; SV40LT, SV40 large T antigen; 

TERT, telomerase reverse transcriptase; TGFβ, transforming growth factor-β. 

 

2.2. Caractéristiques spécifiques des iPSC  

Une des questions les plus importantes concernant les iPSC est de savoir si elles sont 

différentes des hESC et, dans l’affirmative, si les différences qui existent sont pertinentes. 

Durant les premières années après les premières générations d’iPSC, la similarité entre 

iPSC et ESC faisaient des iPSC, source inépuisable de futures découvertes pour la 

médecine. Cependant, dès 2009, les scientifiques ont commencé à déclarer la présence de 

différences entre iPSC et ESC. Des analyses sur puces à ADN des lignées humaines d’ESC 

et d’iPSC ont montré une différence d’expression pour plus d’une centaine de gènes (Chin et 

al., 2009). Deux autres études ont également comparé l’expression globale des gènes entre 

iPSC et ESC, et ont identifié la présence d’un profil d’expression génique résiduel issue du 

donneur dans les iPSC (Marchetto et al., 2009; Ghosh et al., 2010). Deng et collègues ont 

rapporté des différences de méthylation de l’ADN entre les deux types cellulaires (Deng et 

al., 2009), notamment des gènes comme BMP3 (Doi et al., 2009). Enfin d’autres études 

rapportent des effets résiduels épigénétiques du donneur dans les iPSC (Kim et al., 2011; 

Lister et al., 2011; Ohi et al., 2011). 

Cependant, d’autres études ont conclu qu’il était difficile de faire une distinction entre 

iPSC et ESC en analysant les données d’expression géniques, la méthylation de l’ADN ou 

encore la structure de la chromatine (Guenther et al., 2010; Newman and Cooper, 2010) et 

que les variations retrouvées étaient en partie induites par les conditions d’induction et de 

culture utilisées dans chaque laboratoire. De plus Bock et collègues ont montré que les iPSC 

et ECS sont très similaires de par leur expression génétique et leur méthylation de l’ADN 

(Bock et al., 2011) et que certaines clones iPSC ne peuvent pas être distingués des ESC. En 

comparant les différentes études, Shinya Yamanaka (Yamanaka, 2012) indique que les 

différentes études rapportant une différence entre les iPSC et ESC ont analysé un nombre 

faible de clones, contrairement aux études qui ne distinguent pas de différences et qui ont 

analysé de nombreux clones provenant de différents laboratoires. 

Les iPSC sont appelées ES-like, du fait de leurs similitudes avec les cellules ES. 

Cependant, certains clones peuvent provenir d’une reprogrammation incomplète et, malgré 

des similitudes morphologiques ou phénotypiques avec les cellules ES, diffèrent par leur 

potentiel de pluripotence. Ainsi, la caractérisation des clones iPSC est indispensable afin de 

sélectionner les lignées véritablement pluripotentes et de vérifier l’absence d’anomalies 
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délétères, cytogénétiques ou moléculaires, engendrées par les techniques de 

reprogrammation. 

i) Caractéristiques morphologiques 

Le changement de morphologie est une des premières indications de la 

reprogrammation en iPSC. Les cellules souches pluripotentes deviennent des amas ronds 

que l’on nomme colonies. Elles sont visibles au microscope et très réfringeantes à la lumière 

(Figure 29). 

 

Figure 29 : Morphologie des différents types de cellules souches pluripotentes : Les 

ESC (a) et les iPSC (b) de souris forment des colonies en forment de dôme, réfractaires à la 

lumière. Ces colonies sont en contraste avec la morphologie aplatie des cellules souches 

épiblastiques de souris (f) qui ressemblent aux cellules souches embryonnaires humaines 

(d) et aux iPSC humaines (e) (Robinton and Daley, 2012). 

ii) Caractéristiques moléculaires 

Durant la reprogrammation, les cellules différenciées éteignent des gènes qui sont 

exprimés à un stade différencié et activent la transcription de gènes qui sont exprimés 

uniquement dans un stade indifférencié. Une des vérifications importantes est la vérification 

des marqueurs de pluripotence tel que l’expression de marqueurs membranaires (TRA1-

60/81, SSEA3/4) ou intracellulaires (OCT4, NANOG, SOX2, KLF4) caractéristiques de l’état 

indifférencié. La réactivation de la télomérase est recherchée. Inactive dans la plupart des 

cellules somatiques, elle se réactive lors de la reprogrammation afin de permettre aux 

cellules de se diviser sans raccourcissement de leurs télomères. 
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iii) Pluripotence  

Un autre facteur à vérifier est la capacité des iPSC à se différencier vers les trois 

feuillets embryonnaires – mésoderme, ectoderme et endoderme – qui est le marqueur d’une 

reprogrammation réussie en cellules pluripotentes. Cette caractéristique est validée in vitro 

par l’induction de tumeurs embryonnaires ou tératomes chez des animaux immunodéprimés 

(Takahashi and Yamanaka, 2006). 

3.  iPSC : modèle neurodéveloppemental  

Les iPSC, de par leur capacité de pluripotence, présentent un intérêt majeur en 

offrant des modèles pathologiques humaines in vitro. Dans le cadre de la maladie comme 

la MH, un autre attrait est leur capacité à se différencier en neurones (An et al., 2012a). 

Ces dernières années, de nombreuses iPSC patient- spécifiques ont été générées à partir 

de patients atteints de la maladie de Parkinson, la myopathie de Duchenne ou encore la 

maladie de Huntington (Park et al., 2008b). Il a aussi été montré la capacité des iPSC à se 

différencier en cardiomyocytes (Blazeski et al., 2012), en cellules souches neurales 

(Chambers et al., 2009), en hépatocytes (Gai et al., 2010) ; et en neurone adulte. Le 

développement des technologies iPSC et la capacité des iPSC à se différencier en cellules 

somatiques patient-spécifique offrent de nouvelles perspectives pour la modélisation de 

maladie d’origine génétique ou sporadique.  

3.1. Caractéristiques fonctionnelles du modèle MH 

Les iPSC peuvent modéliser bon nombre de maladies. Les premières à être décrites 

furent les maladies monogéniques à début précoce (Ebert et al., 2009) facile à modéliser par 

leur déclenchement précoce et leur phénotype connu. Nombreuses des maladies 

neurodégénératives sont à présent modélisées et notamment la maladie de Huntington. 

L’équipe dirigée par Lisa Ellerby a développé des modèles iPSC à partir des lignées 

de MH induites à l’origine par Daley et collègues (Park et al., 2008a). Ces lignées ont été 

soumises à un protocole de différenciation modifié pour générer des MSN (Aubry et al., 

2008) qui sont DARPP-32+ (Zhang et al., 2010). Comme la mHTT affecte spécifiquement les 

neurones du striatum, les cultures différenciées sont susceptibles de comporter moins de 

neurones DARPP-32+ s’il s’avère que ces cellules sont plus sensibles que d’autres types de 

cellules en culture. Cependant, aucune différence dans le pourcentage des neurones 

DARPP-32-positives n’a été signalée entre les cellules MH et les cellules contrôle.  
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Cependant, le groupe de Lisa Ellerby (Zhang et al., 2010; An et al., 2012a) a montré 

d’autres phénotypes liés à la MH dans les lignées produites par Daley. Éliminer les facteurs 

de croissance à un stade cellules souches neurales entraîne une augmentation de l’activité 

des caspases 3/7 dans les cellules MH par rapport aux cellules contrôle, ce qui suggère que 

les cellules avec la mHTT sont plus sensibles au stress, même à un stade très précoce de la 

différenciation (Zhang et al., 2010). Par la suite, des phénotypes supplémentaires liés à la 

MH ont été rapporté et l’équipe de Lise Ellerby a « corrigé » la longueur de la répétition de 

72 CAG de la lignée iPSC–72Q (72Q/19Q). Par recombinaison homologue, ils ont pu obtenir 

des cellules iPSC sans huntingtine mutée avec 19 et 21 CAG générant ainsi un modèle 

isogénique de la MH avec une lignée iPSC-MH et une lignée iPSC contrôle (iPSC-Corrected) 

corrigée à partir de la lignée iPSC-MH. La restauration de la longueur des polyQ a pu rétablir 

des changements de transcription distincts dans les voies de signalisation E-cadhérine et 

TGF-β à des niveaux que l’on peut considérer comme normaux, a pu empêcher la mort 

cellulaire, augmenter la transcription accrue du BDNF, restaurer une fonction mitochondriale 

correcte et normaliser l’activité des caspases 3/7, ce qui suggère que ces modifications ont 

été directement induites par la présence des polyQ et qu’elles ne sont pas causées par la 

variabilité interlignée cellulaire. D’autres iPSC issus de patients MH ont été générées à partir 

de deux individus homozygotes pour la mHTT (entre 39 et 44 CAG) et un hétérozygote avec 

44 (Camnasio et al., 2012).  

Les communautés iPSC et MH s’efforcent de développer et de caractériser ces lignées 

iPSC. Cet effort de collaboration a permis la découverte de nombreuses différences entre les 

lignée iPSC MH et les iPSC corrigées, et, surtout, la mise en évidence de phénotypes 

anormaux dans plusieurs lignées iPSC MH. Les analyses des profils de transcription et 

génétiques impliquées dans la signalisation, le développement neuronal et le guidage axonal 

confirme les changements anormaux précédemment décrits dans les tissus MH par rapport 

au contrôle. Cependant de nouvelles modifications qui apparaissent polyQ-dépendantes et 

intéressantes ont pu être également observées. En effet, une diminution des niveaux 

d’ATP/ADP ont été détectés dans les cellules souches neurales dérivées des iPSC-MH, 

révélant que les changements dans le métabolisme énergétique peuvent être une 

composante précoce de le MH. La différenciation des cellules souches neurales en neurones 

montre des altérations dans la production de potentiels d’action spontanées et évoquées ; et 

une altération de l’homéostase calcique. Dans les cultures différenciées en neurones 

DARPP-32+, les lignées MH présentent des propriétés cellulaires propres aux cellules avec 

une répétition de polyQ incluant une mort cellulaire accrue et une susceptibilité aux facteurs 

de stress tels que le glutamate et ou la privation en facteurs trophiques (TheHD-Consortium, 
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2012). Ces résultats révèlent que les iPSC-MH présentent de nombreuses propriétés 

biologiques du cerveau humain HD. 

Comme nous l’avons vu, d’autres types de cellules sont affectées par l’expression de 

la mHTT, tels que les astrocytes (Bradford et al., 2010). Les iPSC issues d’une forme 

juvénile (109 CAG) et des formes adultes (50 CAG) différenciées en astrocytes affichent une 

vacuolisation cytoplasmique importante qui augmente au fil du temps (Juopperi et al., 2012). 

La différenciation des iPSC-MH peut révéler de nouvelles perspectives sur les effets 

spécifiques de la mHTT sur les cellules et permettent l’étude de la pathogénicité sur un 

modèle humain, polyQ dépendant de la MH. 

3.2. Différenciation des iPSC en cellules d’intérêt : les 

cellules souches neurales  

De nombreux protocoles ont été développés et adaptés successivement aux cellules 

souches embryonnaires murines et humaines puis aux iPSC murines et humaines 

respectivement pour permettre la différenciation en différents sous types. 

Plusieurs protocoles ont été décrits pour générer des cellules souches neurales (NSC 

– neural stem cells) puis pour différencier ces précurseurs en neurones directement à partir 

d’iPSC. Le premier protocole décrit propose l’utilisation des facteurs de croissance bFGF et 

EGF pour induire la différenciation des iPSC en précurseurs neuronaux (Ebert et al., 2009) 

comme pour des cultures de neurosphères de rongeurs. Cette méthode génère des sphères 

en suspension qui, après dissociation et adhésion pendant plusieurs semaines, contiennent 

des cellules capables de se différencier en neurones et astrocytes. Cependant les sphères 

ne peuvent pas être gardées sur le long terme et les sphères semblent perdre de leur 

potentiel de différenciation avec les passages.  

Pour assurer une différenciation spécifique vers la voie du neuroectoderme et 

empêcher la différenciation vers les autres feuillets embryonnaires (endoderme et 

mésoderme), différentes molécules spécifiques, qui sont capables d’activer ou d’inhiber 

certaines voies, sont utilisées afin de guider la différenciation de manière spécifique. 

Chambers et collègues ont utilisé le SB431542 et la protéine Noggin, deux inhibiteurs de la 

voie du TGFβ sur des NSC dérivées d’iPSC. Ils ont ainsi pu obtenir une population de NSC 

beaucoup plus homogène avec plus de 80% de NSC contre 26% lorsque des cellules 

stromales étaient utilisées comme support nourricier pour induire la différenciation en 

neurones (Perrier et al., 2004). La différenciation était également plus rapide avec ce 

protocole. Kim et collègues ont aussi développé un protocole assurant la différenciation des 

iPSC en NSC en combinant la dorsomorphine et le SB431542. (Kim et al., 2010). La mise au 
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point de protocole impliquant une étape supplémentaire par la formation de structures 

neurales appelées rosettes, a permis l’obtention de population de NSC très pures (Hu and 

Zhang, 2009; Brennand et al., 2011). Ces structures sont composées de NSC exprimant 

spécifiquement le marqueur Nestine et le facteur de transcription PAX6. A partir de ces 

cultures de rosettes purifiées, des neurones dopaminergiques (Brennand et al., 2011), ou 

des motoneurones (Hu and Zhang, 2009) ont pu être obtenus.  

3.3. Utilisation des iPSC : Elucider les mécanismes de la MH 

développementaux  

La technologie iPSC permet aux cellules obtenues directement à partir de patients 

atteints de la MH, de se propager indéfiniment et de se différencier en tous les sous-types de 

neurones sensibles offrant la promesse de découverte à effets uniques, spécifiques à 

l’homme dû à la présence de la mHTT qui ne peuvent pas être révélés par des modèles 

rongeurs. Un modèle humain peut éventuellement révéler comment la mHTT affecte les 

changements moléculaires qui conduisent aux altérations comportementales, cognitives et 

motrices caractéristiques des patients atteints de la MH (Kaye and Finkbeiner, 2013). Les 

iPSC-MH peuvent également servir de base pour l’amélioration de criblage à haut débit 

médicamenteux, d’études bio-informatiques, et les analyses d’expression génique globale. 

Elles ont été proposées comme outils de diagnostic pour la stratification des patients dans 

les essais cliniques et les approches pour la médecine personnalisée. Par exemple, un 

traitement potentiel pourrait être testé d’abord sur les iPSC d’un patient afin de déterminer si 

ces cellules répondent au composé et si le patient peut donc être inclus dans l’essai clinique. 

Le prochain défi sera d’employer les iPSC pour le dépistage de médicaments qui 

permettent d’atténuer la pathologie induite par la mHTT. Les iPSC ont permis de déterminer 

que l’exposition à l’IGF-1 et à la gentamicine restaure le nombre de synapses 

glutamatergiques dans les iPSC dérivées des patients atteints du syndrome de Rett 

(Marchetto et al., 2010) et qu’à haute dose, le BDNF peut augmenter les taux de survie 

cellulaire dans les iPSC-MH (TheHD-Consortium, 2012). Il a aussi été démontré que 

l’altération du métabolisme des ARN observée dans les iPSC dérivées de patient atteint de 

SLA, peut être atténuée par l’exposition à un inhibiteur de l’activité transcriptionnelle - l’acide 

anacardique- dans les neurones moteurs différenciés provenant des patients atteints de SLA 

(Egawa et al., 2012). 

Les iPSC paraissent bien adaptées pour identifier les phénotypes réversibles qui 

apparaissent tôt dans l’évolution d’une maladie et à un moment où une intervention 

pharmacologique pourrait être efficace, bien avant que les conséquences dévastatrices 

prennent place au stade avancé. Comprendre le fonctionnement des phases précoces de la 
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MH notamment, représente un potentiel thérapeutique immense pour éviter les 

conséquences catastrophiques que l’on a décrit et qui sont induites par la présence de la 

mHTT. 

Les cellules souches pluripotentes induites nous offrent l’opportunité de cultiver en 

laboratoire un grand nombre de cellules qui peuvent être patients-spécifiques et se 

différencier en une multitude de sous types cellulaires permettant l’étude de maladies sur 

d’autres modèles que les modèles rongeurs. Nous travaillons sur un modèle de cellules 

souches neurales dérivées de cellules souches pluripotentes induites issues de patients 

Huntington combinant stade précoce de la maladie de Huntington, fond génétique humain et 

les caractéristiques neuronales suffisantes pour étudier des mécanismes précoces qui 

perturbent la survie neuronale, plus tard dans la vie de l’adulte. 

Nous avons utilisé ce modèle expérimental afin de caractériser des gènes cibles de 

FOXO3 pendant la phase de développement précoces ; et d’étudier l’impact de la 

huntingtine lutée sur les cibles de FOXO3. Cela nous à permise mettre en évidence une 

reprogrammation des cibles de FOXO3 dans les cellules souches. 
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PARTIE II : Etude de la voie Wnt/Ryk dans les 

phases précoces de la MH 
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Introduction  

Au travers de cette introduction générale, nous avons pu constater qu’un ensemble de 

mécanismes de réponse au stress cellulaire est important pour maintenir les fonctions 

cellulaires dans différents contextes, qu’ils soient normaux ou pathologiques (Kikis et al., 

2010). Parmi ces mécanismes, la famille des facteurs de transcription FOXO apparaît être 

centrale dans les processus de longévité et d’homéostase cellulaire (Essers et al., 2005b; 

Greer and Brunet, 2005). Dans une étude ultérieure, il a été montré que les facteurs FOXO 

sont importants pour la survie neuronale dans les maladies neurodégénératives telle que la 

maladie de Huntington (Neri, 2012; Parmentier et al., 2013). FOXO peut en effet favoriser la 

survie des neurones dans des modèles simples de la MH (Parker et al., 2005) et maintenir 

l’intégrité du protéome cellulaire dans des modèles simples de la MA (Cohen et al., 2006). La 

β-caténine, un des éléments de la voie Wnt canonique, peut se lier à FOXO suite à 

l’activation de la voie IIS ou suite à un stress oxydatif, ce qui augmente l’activité 

transcriptionnelle de FOXO3 (Essers et al., 2005b) ; et a un rôle neuroprotecteur dans les 

modèles des phases précoces du processus pathogénique de la MH (Parker et al., 2012a). 

Cela suggère que la voie de signalisation Wnt canonique participe à la régulation de l’activité 

transcriptionnelle de FOXO3 et ainsi agit sur la transcription des gènes impliqués dans la 

survie neuronale, ce qui renforce l’idée que les facteurs de différenciation neuronale, tel que 

Wnt, peuvent promouvoir la survie dans les neurones adultes (Inestrosa and Arenas, 2009).  

Nous avons vu que les ligands Wnt sont une famille de glycoprotéines sécrétées dans 

le milieu extracellulaire au cours du développement (Logan and Nusse, 2004). Dans le 

système nerveux en développement, la signalisation Wnt participe à la croissance axonale et 

dendritique, à la polarisation neuronale et à la synaptogenèse (Bovolenta et al., 2006). De 

plus, la voie de signalisation Wnt a fait l’objet de nombreuses revues, notamment pour la 

caractérisation de trois voies qui sont la voie canonique β-caténine-dépendante, la voie non-

canonique impliquée dans la polarité planaire cellulaire (PCP) et la voie non-canonique qui 

mobilise la signalisation calcique (Wnt/Ca2+) (Gordon and Nusse, 2006). La voie canonique 

Wnt est de loin la plus documentée. Elle passe par la liaison des ligands Wnt aux récepteurs 

Frizzled, et permet la stabilisation cytoplasmique de la β-caténine, ce qui favorise sa 

translocation dans le noyau où elle agit comme co-activateur pour les facteurs de 

transcription TCF/LEF. Ils vont alors activer la transcription de gènes cibles impliqués dans la 

prolifération, la différenciation et la survie cellulaire.  

A côté du rôle développemental de la signalisation Wnt, il semble que cette 

signalisation ait un rôle important dans les neurones adultes, et il apparaît qu’elle serait 

dérégulée dans les maladies neurodégénératives. De plus, Il semblerait que les effecteurs 



 122 

de la signalisation Wnt soient diminués dans la MH et la MA (Gines et al., 2003a), ce qui 

soulève la possibilité que la voie Wnt ait un rôle dans la régulation de la 

neurodégénérescence.  

Ici, nous avons supposé qu’une altération de la voie Wnt pourrait perturber le facteur 

de transcription FOXO3 et ainsi compromettre la réponse au stress cellulaire et la résistance 

neuronale dans la MH. Notre hypothèse est, que très tôt dans la maladie, avant la mort 

neuronale et avant la manifestation de la pathologie, les neurones ne seraient pas capables 

de résister de manière efficace au stress cellulaire lié à la toxicité médiée par la présence de 

la mHTT. Cette déficience précoce de la résistance neuronale due à la fragilité de la réponse 

au stress cellulaire dans les neurones serait induite par la sur-activation anormale de 

facteurs neurodéveloppementaux, avec pour effet la répression des capacités de défense 

cellulaire qui sont sous le contrôle des facteurs de transcription FOXO.  

Pour tester cette hypothèse, nous avons utilisé un modèle C. elegans de dysfonction 

neuronale induit par la partie en N-terminale de la mHTT (128Q) qui récapitule les phases 

précoces de la maladie (Parker et al., 2001a). Au stade jeune adulte, ces animaux montrent 

une perte dramatique de la réponse au toucher induite par la présence de la mHTT dans les 

neurones mécano-sensoriels. Pour évaluer les mécanismes qui sous-tendent le 

dysfonctionnement de ces neurones sensoriels, nous avons effectué une analyse microarray 

sur des cellules neurales embryonnaires purifiées par FACS dans notre modèle C.elegans et 

plus largement, étudié l’intégration de ces données avec d’autres issues d’étude RNAi chez 

les nématodes 128Q (Lejeune et al., 2012), ou des données transcriptomiques chez la souris 

et chez l’Homme. Ces données suggèrent que le dysfonctionnement des voies 

développementales comme la voie Wnt est particulièrement important dans la MH. Cette 

analyse nous a permis de mettre en évidence une dérégulation de gènes de différenciation 

neuronale, notamment une augmentation des niveaux d’expression du récepteur Ryk chez 

les nématodes 128Q et dans le cerveau de patients atteints de la MH.  

Ryk est un co-récepteur de la voie Wnt conservé de C.elegans à l’Homme (lin-18 chez 

C. elegans) et est important pour la neurogenèse et le guidage axonal (Keeble et al., 2006; 

Lyu et al., 2008b). Il est impliqué dans la régulation des processus développementaux et 

post-développementaux tels que la polarité cellulaire planaire (Andre et al., 2012; Macheda 

et al., 2012), la régénération (Hollis and Zou, 2012), et le repeuplement hématopoïétique 

(Povinelli and Nemeth, 2014).  

En approfondissant la suite de notre étude, nous avons montré que la perte de fonction 

de lin-18/Ryk chez les nématodes et la réduction des niveaux de Ryk dans les cellules 

striatales « Knock-in » pour la HTT (cellules STHdhQ111/Q111) sont protecteurs contre la 
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toxicité de la mHTT. La neuroprotection induite par la perte de fonction lin-18 chez les 

nématodes 128Q, un processus cellulaire autonome, est dépendante du facteur 

neuroprotecteur daf-16/FOXO (Parker et al., 2005), ce qui suggère que lin-18I/RYK réprime 

l’activité neuroprotectrice de daf-16/FOXO3 chez ces animaux.  

Le domaine intracellulaire de Ryk (Ryk-ICD), un produit issu du clivage par des 

gamma-sécrétases, est transloqué dans le noyau et permet la régulation de la neurogenèse 

(Lyu et al., 2008b; Zhong et al., 2011). Dans notre étude, nous avons également montré par 

co-immunoprécipitation que le fragment intracellulaire Ryk peut se lier au partenaire de 

FOXO3, la β-caténine. Ceci suggère que le fragment Ryk-ICD peut induire la répression de 

l’activité transcriptionnelle de FOXO3 suite à sa surexpression dans les neurones polyQ 

mutants. Pour étayer ce mécanisme, nous avons montré que la surexpression du fragment 

Ryk-ICD est suffisante pour réprimer l’activité transcriptionnelle de FOXO3. Chez C.elegans 

la perte de fonction du fragment lin-18-ICD à des effets neuroprotecteurs dans les neurones 

128Q ; et l’expression du fragment lin18-ICD est suffisante pour supprimer cet effet 

neuroprotecteur. 

Ce mécanisme est en outre appuyé par de nombreux résultats dans les cellules 

striatales STHdhQ111/Q111 qui montrent d’une part, que la surexpression Ryk-ICD abolie 

l’activité protectrice de la β-caténine, ce qui est cohérent avec l’idée qu’en excès le fragment 

Ryk-ICD peut se lier à la β-caténine et bloquer sa fonction de co-facteur. D’autre part la 

réduction des niveaux de Préséniline (PS1), un des éléments du complexe gamma-

sécrétase compense la cytotoxicité induite par la forme Ryk pleine longueur mais pas celle 

induite par le fragment Ryk-ICD, ce qui suggère un rôle toxique du complexe gamma-

sécrétase. Les niveaux nucléaires endogènes du fragment Ryk-ICD sont augmentés par 

rapport aux cellules normales, ce qui corrobore le rôle de la voie Ryk-ICD dans le 

déclenchement anormal d’une signalisation Ryk-dépendante dans les cellules mHTT. Enfin, 

il a été suggéré un rôle pathologique de Ryk dans la MH comme le souligne son 

augmentation chez les nématodes 128Q durant les stades précoces (avant ou lors de 

l’apparition de la pathologie) (Hickey et al., 2008) .  

Collectivement, ces travaux fournissent un modèle présentant un rôle de la cytoxicité 

de Ryk et de son fragment intracellulaire dans la MH. Ces résultats suggèrent que Ryk et 

son fragment ICD peuvent réduire la capacité des neurones polyQ mutants à fournir une 

réponse au stress cellulaire adéquat en réprimant l’activité protectrice du complexe β–

caténine/FOXO3. 
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Discussion  

Dans ce papier, nous avons pu établir un modèle unique dans lequel anomalies des 

voies neurodéveloppementales et déficit précoce de la réponse au stress cellulaire 

chronique sont deux phénomènes liés au cours du déclin neuronal dans la MH.  

Dans un modèle C. elegans de dysfonction neuronale (128Q) (Parker et al., 2001b) 

développé dans le laboratoire, l’analyse de données transcriptomiques à partir de cellules 

neurales purifiées et l’intégration de ces données avec celles issues d’une étude RNAi chez 

les nématodes 128Q (Lejeune et al., 2012) et des données transcriptomiques chez la souris 

et chez l’Homme, suggèrent que le dysfonctionnement de voies développementales comme 

la voie Wnt est particulièrement importante dans la MH. Il est un fait que la voie de 

signalisation Wnt régule plusieurs processus du développement, y compris la différenciation 

synaptique, ainsi que la neurogenèse adulte (Inestrosa and Arenas, 2009). Dans une étude 

sur la toxicité des oligomères Aβ, l’activation des voies canoniques et non-canoniques de 

Wnt peut être neuroprotectrice (Inestrosa and Arenas, 2009). Précédemment, nous avions 

aussi montré qu’il en va de même pour la voie de signalisation FOXO3 (Parker et al., 2005), 

qui est importante pour la survie cellulaire et la longévité ainsi que pour le maintien et 

l’homéostase des cellules souches (Landis and Murphy, 2010; Gopinath et al., 2014). 

Nous avons constaté une augmentation de Ryk, dans les neurones polyQ mutants 

chez le nématode. Cette augmentation réprime la capacité neuroprotectrice de FOXO3 

mettant en évidence une situation pathologique dans laquelle les voies Wnt et FOXO3 

interagissent et conduisent à un dysfonctionnement neuronal et à la neurodégénérescence. 

Il a été montré que Ryk peut réguler la croissance des neurites (Liu et al., 2005), en activant 

la transcription de TCF suite à sa liaison avec Frizzled (FZD) et Dishevelled (DSH) (Lu et al., 

2004). Ceci a soulevé la possibilité que Ryk puisse réprimer l’activité de FOXO via la 

modification de la voie canonique Wnt/β-caténine. En effet, en plus de sa capacité à activer 

la voie de polarité planaire dans les cellules (PCP) (Andre et al., 2012; Macheda et al., 

2012), la protéine Ryk peut également, au travers d’une autre voie non-canonique, induire la 

translocation nucléaire de son domaine intracellulaire (Ryk-ICD) qui est requis pour la 

neurogenèse corticale (Lyu et al., 2008b).  

Nos résultats ont permis de préciser un nouveau mécanisme qui implique la répression 

de l’activité neuroprotectrice de FOXO3 par l’augmentation de Ryk dans les neurones 128Q 

mutants, intervenant à la suite de la translocation nucléaire du fragment Ryk-ICD. En effet, 

nos données indiquent nettement que 1) le fragment Ryk-ICD peut être suffisant pour 

moduler l’activité transcriptionnelle de FOXO3 dans les cellules striatales, 2) que le fragment 
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lin-18/Ryk-ICD est suffisant pour réprimer les effets neuroprotecteurs liés à la perte de 

fonction de lin 18-Ryk dans les neurones chez C. elegans; et que 3) le fragment Ryk-ICD 

peut se lier à la β-caténine. La β-caténine est une protéine de survie (Gines et al., 2003b; 

Essers et al., 2005b) co-activatrice de FOXO3 (Essers et al., 2005b) et protège les cellules 

contre les premières phases de la cytotoxicité dans les mutants 128Q (Parker et al., 2012b). 

On observe un effet fonctionnel réciproque entre le fragment Ryk-ICD et la β-caténine dans 

la modulation de la cytotoxicité induite par le fragment Ryk-ICD. Ces données soutiennent la 

possibilité que des quantités anormalement élevées de Ryk-ICD peuvent empêcher l’activité 

normale de la β-caténine.  

D’autre part, l’idée de la toxicité du fragment Ryk-ICD est appuyée par nos données 

qui lient Ryk et la Préséniline 1, un des éléments du complexe gamma-sécrétase qui est 

impliqué dans la neurogenèse corticale (Lyu et al., 2008b). La Préséniline 1 perturbe la 

viabilité des cellules striatales mutantes, et nous avons montré qu’il existe une augmentation 

des niveaux endogènes du fragment Ryk-ICD dans le noyau de ces cellules (Tourette et al., 

2014b). L’ensemble de ces observations souligne que le fragment Ryk-ICD apparaît comme 

le médiateur des effets toxiques de l’augmentation de Ryk-ICD tout en sachant qu’un lien a 

déjà été établi entre la Préséniline 1 et la maladie d’Alzheimer (Berezovska et al., 2005). Le 

fragment Ryk-ICD est impliqué dans le processus pathologique de la MH. En effet, il a une 

action sur la protéolyse de la HTT et la production de différents fragments N-terminaux 

(Kegel et al., 2010), ce qui nous laisse suggérer que le complexe gamma-sécrétase peut 

aussi avoir un rôle dans la régulation de la réponse au stress cellulaire dans la MH. Il est 

intéressant de voir que le gène aph-1 (une sous-unité du complexe gamma-sécrétase et 

l’homologue du gène APH-1B humain chez C .elegans) (Francis et al., 2002), peut être 

augmenté dans les cellules qui expriment la huntingtine mutée, ce qui pourrait potentialiser 

la toxicité de la voie Ryk-ICD. L’expression de Ryk est également augmentée dans les 

modèles de lésion du SNC, ce qui va de concert avec les études montrant l’inhibition de la 

régénération axonale par la signalisation Wnt (Li et al., 2008).  

Au vu de ces résultats, il aurait été intéressant de considérer le récepteur Ryk comme 

une potentielle cible thérapeutique. Cependant, des données du laboratoire montrent que 

l’effet toxique du fragment Ryk-ICD serait indépendant des ligands Wnt dans la mesure où la 

perturbation de ces ligands ne modifie pas les niveaux nucléaires de Ryk-ICD. De plus, les 

anticorps dirigés contre Ryk et plus particulièrement le fragment toxique Ryk-ICD s’avèrent 

peu efficaces et peu spécifiques. D’autres voies peuvent être explorées, notamment 

l’inhibition du complexe gamma-sécrétase. En effet de nombreuses études ciblent ce 

complexe pour des essais cliniques dans la maladie d’Alzheimer. Cependant, ces études 

montrent qu’aucun des inhibiteurs du complexe gamma-sécrétase s’est avéré être 
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pleinement efficace et ces études mettent en avant l’importance du rôle physiologiques des 

gamma-sécrétases et des présénilines dans la progression de la maladie d’Alzheimer (Tan 

et al., 2016). 

La surexpression précoce de Ryk avant la pathologie dans les nématodes 128Q, 

l’augmentation du niveau d’ARN messager et du niveau protéique de Ryk dans les cellules 

murines striatales, et la répression transcriptionnelle de FOXO3, régulateur central de survie 

cellulaire et longévité par Ryk-ICD, suggèrent que l’inhibition de la voie Ryk-ICD peut avoir 

un potentiel thérapeutique dans la MH.  

Indépendamment d’une éventuelle contribution d’autres mécanismes, nos résultats 

appuient un modèle dans lequel le fragment Ryk-ICD présente un gain de propriété 

neurotoxique en modifiant l’activité protectrice du complexe β-caténine/FOXO. Ces données 

mettent en évidence un processus pathologique dans lequel les voies neurologiques du 

développement peuvent être modifiées au cours des premières étapes du processus 

pathogène des maladies neurodégénératives en réprimant la réponse au stress cellulaire et 

les mécanismes de ‘‘longévité neuronale’’ tels que ceux contrôlés par FOXO3 et ses co-

facteurs. Les neurones semblent incapables de développer une réponse au stress efficace. 

Cela suggère que la restauration à un stade précoce de la capacité de résistance des 

neurones par la stimulation des réseaux de gène et des mécanismes qui sont sous le 

contrôle de FOXO3 pourrait efficacement retarder le processus pathogénique de la MH.  

Basée sur ces observations, la suite de ce travail est axée sur l’étude des mécanismes 

qui peuvent sous-tendre le rôle pathologique de la voie Ryk-ICD/FOXO3 dans la MH. En 

outre, tester comment un excès du fragment Ryk-ICD pourrait perturber le complexe β-

caténine/FOXO3 et identifier des cibles transcriptionnelles de FOXO3 qui peuvent être 

dépendantes de Ryk et/ou de la mHTT et ainsi comprendre comment sont influencés les 

mécanismes de longévité dans les neurones ainsi que la pathogénèse de la MH.  

Le statut de la dérégulation de la plupart des gènes cibles de FOXO3 semble être 

fortement dépendant du contexte (Neri, 2012; Webb et al., 2013a), d’où notre choix de 

travailler sur des cellules progénitrices neurales humaines afin de rester dans un 

environnement attestant des phases précoces de la MH. 
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Introduction  

La voie Ryk-ICD/β-caténine/FOXO3 apparaît donc comme un élément clé pour la 

neuroprotection chez C.elegans et dans les cellules striatales de souris. FOXO3 lui-même a 

des effets protecteurs contre la protéotoxicité induite par des protéines mutées dans de 

nombreuses maladies neurodégénératives tels que la huntingtine (Kannike et al., 2014), 

l’alpha-synucléine (Pino et al., 2014) et le peptide précurseur de l’amyloïde (Shi et al., 2016). 

Dans la MH cet effet peut être perturbé par l’augmentation du fragment Ryk-ICD dans les 

cellules, qui en se liant à la β-caténine, modifie l’activité transcriptionnelle de FOXO3; 

l’interaction de FOXO3 avec son co-facteur, la β-caténine étant altérée. 

Au regard de ces informations, nous avons voulu comprendre comment le complexe 

β-caténine/FOXO3 pouvait être perturbée par la voie non-canonique Ryk-ICD dans la MH et 

surtout de dégager un dynamisme des cibles transcriptionnelles directes de FOXO3 (F3T) 

qui sont perturbées par une signalisation Ryk-ICD anormale dans des cellules souches 

neurales exprimant la HTT mutée. 

Dans un premier temps nous avons étudié l’interaction entre le complexe β-

caténine/FOXO3 et le fragment Ryk-ICD et nous avons pu mettre en évidence que ces trois 

protéines formaient un complexe tripartite. ll semblerait que le fragment Ryk-ICD ne fait pas 

pleinement compétition avec FOXO3 pour la β-caténine mais pourrait éventuellement 

déplacer FOXO3 de son site de liaison à la β-caténine par encombrement stérique; ou alors, 

on peut supposer que la liaison de Ryk sur la β-caténine entrainerait également la liaison 

d’un autre partenaire qui perturberait l’activité transcriptionnelle de FOXO3. Il apparaît donc 

que le fragment Ryk-ICD fait partie du complexe FOXO3/ β-caténine et qu’il agit comme un 

modulateur de l’activité transcriptionnelle de FOXO3 en perturbant sa liaison avec la β-

caténine. Pour en comprendre les effets physiologiques, nous nous sommes intéressés aux 

cibles transcriptionnelles de FOXO3. 

L’étude des cibles transcriptionnelles de FOXO3 est un grand sujet de recherche ces 

dernières années au vu de son implication dans de nombreux processus cellulaires tels que 

la survie, la régulation du cycle cellulaire, et récemment le maintien des pools de cellules 

souches. La méta-analyse réalisée par Webb et collègues (Webb et al., 2016) au travers 

d’un ensemble de données issues de modèles souris, humains, drosophiles et nématodes, 

donne un aperçu de l’évolution du réseau FOXO et met en évidence des gènes et cofacteurs 

qui peuvent être particulièrement importants pour la fonction de facteurs de transcription 

FOXO dans l’homéostasie et la longévité chez l’adulte. 



 148 

Les cibles de FOXO3 sont relativement bien connues dans les modèles souris, 

nématodes et drosophiles, cependant chez l’Homme, même si l’intérêt pour ces cibles est 

grandissant, elles sont encore peu répertoriées, notamment inconnues dans les cellules 

neurales d’origine humaine. 

Nous avons donc étudié les cibles directes de FOXO3 dans un modèle de la maladie 

basée sur l’utilisation de cellules souches neurales humaines (NSC-MH, et leur contrôle 

isogénique "NSC-contrôle". Nous avons séquencé les ARN messagers (RNA-seq) et les 

sites de liaison de FOXO3 à l’ADN (ChIP-seq), dans les NSC-MH ou les NSC contrôle, avec 

ou sans inhibition de l’expression du gène RYK. L’analyse de ces cibles montre que 

l’inhibition de l’expression du gène RYK (par siRNA) augmente considérablement le nombre 

de cibles directes de FOXO3 dans les NSC-MH en comparaison des cellules NSC-contrôle. 

Il apparaît aussi au travers de l’analyse des sites de liaison que cet effet n’est pas 

directement corrélé avec une augmentation de la liaison de FOXO3 sur les régions 

promotrices ou amplificatrices. Nous avons aussi observé que, malgré le grand nombre de 

cibles gagnées ou perdues dans les NSC-MH, seule une petite fraction de ces gènes est 

pleinement dépendante de Ryk, à la fois dans les cellules NSC-MH et les cellules NSC-

contrôle. De plus, la combinaison des analyses RNA-seq et ChIP-seq et les analyses de 

motifs de liaison montrent que les motifs de type Forkhead sont effectivement retrouvés dans 

tous les génotypes étudiés. 

A partir de critères basés sur la force des effets et la densité de ces effets sur les 

cartes d’annotation fonctionnelle, nous avons mis en évidence un groupe de gènes cibles de 

FOXO3 dépendante de Ryk qui présenterait un intérêt particulier dans la maintenance du 

pool de cellules souches en autre. 

L’ensemble de ces données apportent de nouvelles informations sur la régulation de 

FOXO3 et de ses cibles transcriptionnelles qui pourraient réguler le stock de cellules 

souches pendant le développement. Ces nouveaux éléments nous donnent de nouvelles 

voies à explorer pour la compréhension des mécanismes perturbés dans les phases 

précoces de la maladie de Huntington, la question étant de savoir si ces effets persistent en 

tout ou en partie dans les neurones différenciés, une question abordée par la différenciation 

des NSCs en neurones DARP32 positifs, et dans le cerveau adulte, en l’occurrence dans les 

modèles souris, un aspect abordé dans le laboratoire au travers de l’intégration 

mathématique et informatique des données Huntington. 
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Abstract 

The stress response and transcription factor FOXO3 has neuroprotective effects in several models of 

neurodegenerative diseases, including Huntington's disease (HD). However, how FOXO3 precisely 

regulates cellular homeostasis in neurodegenerative diseases such as HD remains unknown. 

Additionally, FOXO3 neuroprotection is repressed during the earliest phases of the HD process by 

abnormal and non-canonical signaling from the Wnt receptor Ryk. This is mediated by increased 

nuclear amounts of the Ryk intracellular domain (Ryk-ICD), a cleavage product that binds to ß-

catenin, a FOXO3 co-factor, and how this impacts on FOXO3 gene regulation also remains unknown. 

Here, we found that Ryk-ICD is able to form a protein complex together with ß-catenin and FOXO3, 

suggesting that Ryk-ICD signaling may act as a co-regulator of FOXO3 transcriptional activity. In 

support of this model, we found that FOXO3 direct targets (F3T) are reprogrammed in human HD 

(19Q/72Q) neural stem cells (NSCs), which involves losses or gains of F3Ts in neuronal 

differentiation and cell growth pathways, a phenomenon that is partially corrected back to normal by 

Ryk silencing. This noticeably applies to genes that are important for the regulation of cell 

proliferation and DNA damage repair such as the regulators of the cyclin-dependent kinase inhibitor 

p16INK4a, a key activator of cellular senescence and regulator of stem cell dynamics. Together, these 

results show that the FOXO3 target repertoire is significantly altered in human HD NSCs, raising the 

possibility that FOXO3 can modify the growth and senescence status of neural stem cells in response 

to mutant huntingtin at early developmental time points in HD. 

mailto:neri@broca.inserm.fr
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Introduction 

The FOXO (Forkhead Box O) family of transcription factors is central to the regulation of stress 

response and maintenance of cell survival in several organisms and cell types (Salih and Brunet, 

2008). FOXO factors such as C. elegans daf-16 may also have pro-longevity effects (Lee et al., 2003) 

and single nucleotide polymorphisms in the FOXO3a gene have been associated to longevity in 

human centenarians (Flachsbart et al., 2009; Li et al., 2009b). Additionally, FOXO factors such as 

DAF-16 and FOXO3 have protective effects against the cytotoxicity of several neurodegenerative 

disease proteins including huntingtin (HTT) (Parker et al., 2012b; Tourette et al., 2014a), SOD1 and 

p150(glued) (Mojsilovic-Petrovic et al., 2009), alpha-synuclein (Pino et al., 2014) and Aß (Cohen et 

al., 2009), suggesting that FOXO gene regulation is an important mechanism for cells to compensate 

for the biological consequences of proteotoxic stress in neurodegenerative diseases. However, 

although FOXO3 gene regulation has been studied in multiple cell types and organisms (Webb et al., 

2016), the transcriptional targets that could be specifically engaged by FOXO3 in response to 

proteotoxic stress in neurodegenerative diseases are unknown. Additionally, whether FOXO factors 

may be fully able to achieve neuroprotection in neurodegenerative diseases has remained unclear. In 

Huntington’s disease (HD), the neuroprotective effects of FOXO3 are repressed during early 

developmental time points by increased mRNA expression and protein levels of Ryk, a Wnt receptor 

that is important to axon guidance and neurogenesis (Lyu et al., 2008a; Andre et al., 2012; Blakely et 

al., 2013). Increase of Ryk, a phenomenon that is likely part of the widespread effects of mutant HTT 

on gene expression (Kuhn et al., 2007; Langfelder et al., 2016), leads to increased levels of the 

intracellular domain of Ryk (Ryk-ICD) in the nucleus where it can impair the capacity of FOXO3 to 

activate gene transcription as indicated by using luciferase assays (Tourette et al., 2014a). This may 

involve binding of the Ryk-ICD fragment to ß-catenin, a FOXO3 co-factor that is important to 

FOXO3 regulation of oxidative stress response and gene transcription (Essers et al., 2005a) and that 

has neuroprotective effects during the early phases of HD pathogenesis, before cell death (Parker et 

al., 2012b). To understand how the Ryk-ICD pathway in mutant HTT expressing cells may alter the 

activity of the ß-catenin/FOXO3 complex, we tested whether the Ryk-ICD fragment may normally 

belong to this complex. In complement, we used RNA-seq and FOXO3 ChIP-seq profiling to 

determine how FOXO3 gene regulation may be altered in mutant huntingtin expressing cells and 

whether this could be dependent on Ryk signaling. To this end, we used a human and isogenic induced 

pluripotent stem cell (iPSC)/neural stem cell (NSC) model of neurodevelopmental alteration in HD 

(An et al., 2012b; Ring et al., 2015).  

 We found that the Ryk-ICD fragment co-immunoprecipitates with ß-catenin and FOXO3, 

raising the possibility that the Ryk-ICD fragment may normally act as a co-factor of FOXO3 

transcriptional activity and could alter the homeostasis of the FOXO3/ß-catenin complex to impact on 

FOXO3 gene regulation when it is in excess in the cell, as observed during the differentiation of 
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mutant HTT expressing neurons (Tourette et al., 2014a). In support of this model, we found that the 

size of the FOXO3 target repertoire is greatly enlarged upon silencing Ryk in normal HTT human 

NSCs, an effect unrelated to a change of FOXO3 binding at gene promoters and enhancers. We also 

found that the FOXO3 target repertoire is significantly modified in human HD NSCs, with losses and 

gains of FOXO3 targets (F3T) that are involved in neuronal differentiation, synaptic homeostasis, 

apoptosis and cell cycle regulation. These effects are accompanied by increased FOXO3 binding to 

chromatin in human HD cells and partially corrected back to normal upon silencing Ryk in these cells. 

Interestingly, F3Ts that are either lost or gained in a Ryk-dependent manner are predicted to change 

the regulation of the cyclin-dependent kinase inhibitor p16INK4a, a key regulator of cellular senescence 

and inhibitor of cell cycle in response to DNA damage (Baker et al., 2016). Our results show that 

FOXO3 gene regulation is significantly reprogrammed in human HD NSCs compared to control 

NSCs, which may noticeably alter a series of target genes that are engaged in the regulation of cell 

proliferation and neuronal differentiation. These data provide a resource to understand how this 

phenomenon may impact on the integrity, proliferation and differentiation of neural stem cell pools in 

response to the HD protein. 

 

Results 

The Ryk-ICD fragment co-immunoprecipitates together with ß-catenin and FOXO3. 

We previously reported that increased nuclear amounts of the Ryk-ICD fragment in mutant Htt mouse 

striatal cells may repress FOXO3 neuroprotection and transcriptional activity, an effect that may be 

mediated by Ryk-ICD binding to the FOXO3 co-factor ß-catenin (Tourette et al., 2014a), a FOXO3 

co-factor that also has neuroprotective effects in models of the early phases of the pathogenic process 

in HD (Parker et al., 2012b). To determine the mode of action by which an excess of the Ryk-ICD 

may alter FOXO3 transcriptional activity, we performed co-immunoprecipitation assays in HEK293T 

cells. These assays involved the overexpression of a Myc-tagged Ryk-ICD fragment as cells normally 

produce relatively small amounts of this gamma-secretase cleavage product (Tourette et al., 2014a). 

The Myc-tagged Ryk-ICD fragment co-precipitates with ß-catenin when endogeneous FOXO3 is used 

as a bait (Figure 1A). Additionally, the Myc-tagged Ryk-ICD fragment co-precipitates with FOXO3 

when endogeneous ß-catenin is used as a bait (Figure 1B). Together, these results suggest that the 

Ryk-ICD fragment may normally be an integral part of the ß-catenin/FOXO3 complex. 

 

FOXO3 direct targets are reprogrammed in Huntington's disease human neural stem cells and 

this is partially dependent on Ryk 
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Binding between ß-catenin, Ryk-ICD and FOXO3 (Figure 1) raises the possibility that the Ryk-ICD 

fragment may normally participate in the regulation of FOXO3 transcriptional activity and that 

increased nuclear amounts of Ryk-ICD in mutant huntingtin cells (Tourette et al., 2014a) could impair 

the homeostasis of the ß-catenin/Ryk-ICD/FOXO3 complex and modify FOXO3 gene regulation. If 

both possibilities are true, then reducing Ryk expression might (i) change the F3T repertoire in normal 

cells without impacting on other features of FOXO3 gene regulation such as FOXO3 occupancy at 

gene promoters and enhancers and (ii) change the F3T repertoire in HD cells, potentially suppressing 

some of the changes in FOXO3 gene regulation that are induced by mutant huntingtin in these cells. 

To test for these hypothezes, we used massively paralleled RNA sequencing (RNA-seq) 

complemented by genome-wide chromatin immunoprecipitation followed by sequencing (ChIP-seq) 

in order to identify the direct targets of FOXO3 (F3Ts) and explore how F3Ts might be changed by 

mutant huntingtin expression or Ryk silencing, or both. To test for this in human cells at early 

developmental time points in HD, i.e. the phases at which Ryk expression is increased (Tourette et al., 

2014a), we performed these studies using a human isogenic induced pluripotent stem cell (iPSC) 

model of HD pathogenesis, namely human stem cells that express mutant (72Q/19Q) HTT or control 

(CAG-corrected) HTT (21Q/19Q) (An et al., 2012b; Ring et al., 2015). These cells were differentiated 

into neural stem cells (NSCs) followed by Ryk siRNA or scramble RNA treatment. RNA-seq and 

FOXO3 ChIP-seq data were then collected upon inducing FOXO3 into the nucleus (see Methods).  

 Silencing of Ryk and nuclear induction of FOXO3 was validated prior to and verified in the 

course of these experiments (Figure S1). Although FOXO3 gene regulation may proceed through 

promoters, a significant part of this activity may proceed through enhancer regions (Eijkelenboom et 

al., 2013b). Specifically, previous reports indicate that statistical association between FOXO3 binding 

and gene regulation may be observed up to 20 kb around transcriptional start sites in human cells 

(Eijkelenboom et al., 2013a). FOXO3 direct targets are thus defined herein as to genes that (i) show 

FOXO3 binding throughout promoter and enhancer regions (±20 kb) as indicated by ChIP-seq data 

and (ii) are up- or down-regulated upon FOXO3 induction into the nucleus as indicated by RNA-seq 

data (Table S1). We observed that FOXO3 binding is increased in human HD cells (Figure 2A) and 

that FOXO3 binding loci can be specifically detected in either normal or HD cells (Figure 2B). The 

integration of FOXO3-binding and RNA-seq data shows two major phenomena. Firstly, the F3Ts 

repertoire is changed in human HD versus CAG-corrected NSCs (Figure 3A). This effect is 

accompanied by increase of the proportion of genes with FOXO3 binding (±20 kb) (Figure 3B, left 

panel) as well as FOXO3 binding levels at individual gene loci (Figure 3B, right panel), suggesting 

that FOXO3 occupancy may be facilitated in human HD cells. Secondly, Ryk silencing greatly 

increases the number of F3Ts in normal HTT cells (Figure 3A), an effect that is not accompanied by a 

significant change of FOXO3 binding (Figure 3B, right panel). Silencing Ryk in human HD NSCs 

also increases the number of F3Ts, however to a much lower extent compared to the effect of 
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silencing Ryk in CAG-corrected NSCs, and this again is unrelated to a change of FOXO3 binding 

(Figure 3B, right panel), suggesting that Ryk signaling may normally function as a co-repressor of 

FOXO3 transcriptional activity. However, silencing Ryk in CAG-corrected NSCs may also result in 

the loss of F3Ts, and this applies equally to F3Ts that are positively or negatively regulated by 

FOXO3 in these cells (Table S2, as extracted from Table S1). Additionally, the increase of FOXO3 

occupancy detected in human HD NSCs is true for the F3Ts that are gained in these cells (Table S3, as 

extracted from Table S1) as well as those that are conserved (Table S4, as extracted from Table S1) 

between human HD and control NSCs. Therefore, it appears that Ryk signaling may function as a co-

repressor or co-activator of FOXO3 transcriptional activity with discrete effects on the F3T repertoire 

that depend on the cellular context, i.e. cells with normal (19Q/21Q) or heterozygous mutant (19Q, 

72Q) HTT genotype. Noticeably, the number of F3Ts that are dependent on Ryk in both normal and 

HD NSCs — a group of genes of particular interest as they are likely to be highly sensitive to the 

effects of the Ryk-ICD fragment on the homeostasis of the ß-catenin/FOXO3 complex — is relatively 

small, reaching a total of 54 genes (Figure 3C). Collectively, these results suggest that the F3T 

repertoire is reprogrammed in HD during neurogenesis, at the NSC stage (Figure 3C). These results 

also suggest that the underlying cause for reprogramming of F3Ts in human HD NSCs cannot be fully 

attributed to a higher FOXO3 occupancy as this is a general phenomenon that encompasses all types 

of F3Ts (conserved, lost, gained) in these cells. Other mechanisms may be involved such as abnormal 

intracellular signaling onto FOXO3, as suggested by the existence of F3Ts that are fully dependent on 

Ryk signaling in both human HD and normal NSCs. 

 

FOXO3 binding sites are enriched for candidate co-regulator motifs that are shared across HTT 

genotypes or unmasked in human HD neural stem cells. 

Several studies have suggested that FOXO gene regulation may involve other transcription factors, 

which could function synergistically or antagonistically with FOXO proteins (Webb et al., 2013b; 

Webb et al., 2016). However, how this could apply to human NSCs and whether this can be altered by 

the expression of proteotoxic proteins such as mutant huntingtin remains unknown. To identify 

candidate FOXO3 co-factors in human NSCs with or without expression of a mutant HTT allele, we 

performed in silico motif analysis of FOXO3 binding sites across the four conditions tested in this 

study, namely in HD or CAG-corrected NSCs and with or without Ryk silencing. Motifs commonly 

and highly enriched across the four conditions include Forkhead, as expected, Homeobox, Sp/KLF, 

ETS, E2F, Pou domain, PAS domain, JUN, Zinc finger, TCF, C/EBP and MEF. The Forkhead family 

of motifs appeared to show a stronger enrichment and higher frequency in HD cells compared to 

CAG-corrected cells, regardless of Ryk silencing (Figure 4), which is consistent with the higher 

FOXO3 occupancy detected in human HD NSCs (see Figure 3B). Other shared motifs such as 

Homeobox, Sp/KLF, E2F and Pou domain show similar features, and some motifs appear to be 
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specifically enriched in HD NSCs including ASCL, bHLH and p53 (Figure 4). The motifs SRF and 

Tbrain were found to be specifically enriched in human HD NSCs and human HD NSCs with Ryk 

silencing, respectively (Figure 4). This could be attributable to a better sampling of DNA fragments in 

the vicinity of FOXO3 binding sites due to a modification of chromatin state in cells expressing 

mutant HTT, a possibility that has been previously documented in the HD mouse striatum (Achour et 

al., 2015a). Finally, silencing Ryk did not appear to significantly impact on the enrichment and 

frequency of motif profiles in either HD or CAG-corrected NSCs, except however to the family of 

Tbrain factor motifs that is specifically detected in HD cells with Ryk silencing (Figure 4). This comes 

in support of a regulatory model in which Ryk signaling could primarily modulate FOXO3 human 

gene regulation by altering the homeostasis of the FOXO3/ß-catenin/Ryk-ICD complex (see Figure 1). 

Together, these analyzes highlight potential co-factors of FOXO3 in human NSCs, some of them that 

may be specific to HD cells, which provides a resource for studying how FOXO3 might cooperate 

with other transcription factors to regulate human NSC homeostasis in normal or HD conditions. 

 

FOXO3 direct targets in human neural stem cells partially overlap with FOXO targets in other 

species and/or cell types  

Although some FOXO3 targets may be conserved across species and cell types such as those 

important for the regulation of growth factor signaling, metabolism, stress resistance, and proteostasis, 

suggesting an ancestral role in the regulation of these processes (Webb et al., 2016), F3T repertoires 

may significantly vary depending on the cell type in which FOXO3 operates (Webb et al., 2016). 

Consistently, the F3Ts herein identified in normal HTT (19Q/21Q) human NSCs (N= 219) show a 

limited overlap with F3Ts in mouse NSCs (Paik et al., 2009b; Renault et al., 2009), FOXO3 or 

FOXO1 targets in mouse (e.g. B and T cells (Ochiai et al., 2012; Ouyang et al., 2012; Kim et al., 

2013) or F3T human colon carcinoma DLD1-F3 cells (Eijkelenboom et al., 2013a) (Table S5). As 

expected, these overlaps are limited to targets that may correspond to conserved functions of FOXO 

factors such as the capacity to trigger cell apoptosis. For instance, this is illustrated by 60 genes that 

are common to our list of F3Ts in human CAG-corrected NSCs and FOXO3/FOXO1 targets 

previously identified in at least one mouse cell type including NSCs (Webb et al., 2013b), B cells and 

T cells (Ochiai et al., 2012; Ouyang et al., 2012; Kim et al., 2013) (Table S5) and that are enriched for 

genes (FOS, CJUN) in TNF signaling (Enrichr, P < 5 10-3). These results suggest that the FOXO3 

target repertoire has biological features that are specific to human NSCs.  
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Reprogramming of FOXO3 targets in human HD neural stem cells is predicted to impact on cell 

growth and neuronal differentiation. 

To predict how reprogramming of FOXO3 targets in human HD NSCs most significantly impacts on 

cell homeostasis, we applied a knowledge-based gene prioritization approach in which we tested for 

the biological content of F3T categories and accounted for the strength and convergence of 

reprogramming effects within these gene categories. We performed these analyzes for three categories 

of F3Ts including targets that (i) are conserved between HD and CAG-corrected NSCs, (ii) are 

reprogrammed (lost or gained) in a Ryk-independent manner (no change of target status upon Ryk 

silencing in mutant HTT cells, regardless of their status upon Ryk silencing in control cells) and (iii) 

are dependent on Ryk in mutant HTT cells (target status corrected back to normal upon Ryk silencing 

in mutant HTT cells, regardless of the status upon Ryk silencing in control cells), the F3T category of 

greatest interest in this study. 

 Firstly, we performed Enrichr analyzes. Top 1-3 annotations indicate that conserved F3Ts 

(Table S6: 82 genes) are enriched for the Insulin/IGF (Panther 2016:  P < 6 10-03) and TNF signaling 

(KEGG 2016:  P < 1 10-04) pathways and the biological process "Response to progesterone" (Gene 

Ontology 2015: P < 3 10-04, e.g. FOS and JUNB genes), which may correspond to conserved roles of 

FOXO factors in the regulation of cell growth/apoptosis. These analyzes also indicate that the F3Ts 

that are lost or gained in human HD NSCs with no effect of Ryk silencing on the status of these targets 

(Table S7: 240 genes) are enriched for the PI3-AKT signaling (KEGG 2016:  P < 1.8 10-04), integrin 

signaling (KEGG 2016:  P < 1.2 10-02), Notch signaling (KEGG 2016:  P < 2.6 10-02) and Toll receptor 

signaling (KEGG 2016:  P < 4.7 10-02) pathways and the Gene Ontology 2015 biological processes 

"Negative regulation of phosphorylation (P < 5.1 10-03, e.g. GADD45B, DUPS7 and PINK1), 

"Regulation of protein serine/threonine kinase activity" (P < 5.4 10-03, e.g. GADD45B, DUPS7 and 

TLR4) and "Regulation of potassium homeostasis" (P < 3.3 10-04), highlighting a potential impact on 

neurnal differentiation and activity. Finally, these analyzes suggest that F3Ts that are lost or gained in 

HD NSCs in a Ryk-dependent manner (Table S8: 54 genes) are enriched for the TNF signaling and 

circadian clock system (KEGG 2016:  P < 0.05) pathways, however at low significance as contributed 

by the GRIN2B/NR2B gene, and for the biological processes "Regulation of translation" and "Post 

transcriptional regulation of gene expression", however again at low significance (P < 0.05), and as 

given by genes such as PPP1R15A (GADD34), BCL3 or CDKN2AIP (CARF). This suggests that the 

F3Ts in this group might have a role in both conserved and neural or neuronal functions of FOXO3.  

 While Enrichr analyzes provided some insights into the biology of the abovementioned F3T 

categories, the precision of these analyzes for gene prioritization was rather limited, which is a 

common problem of gene set enrichment analysis especially when gene lists are rather small in size or 

pathway/process membership lacks discriminative power in ontological databases. To overcome these 

limitations, we applied a network based approach in which we used F3T genes as seed genes for 
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extracting high-confidence networks with a reasonable number of neighbors from the probabilistic 

functional network STRING (Szklarczyk et al., 2015) (see Methods). Although several F3Ts remained 

unconnected as expected, these analyzes highlight several F3Ts that are directly or indirectly (through 

STRING interactors) inter-connected and that may be involved in the core functions of FOXO3 such 

as the regulation of transcription, translation, protein quality control, mitochondrial homeostasis and 

cell homeostasis (Salih and Brunet, 2008; Webb et al., 2016). This includes F3Ts that, in the 

conserved (Figure S2) or reprogrammed (Figure S3: Ryk-independent; Figure 5: Ryk-dependent) 

groups of F3Ts, belong to the Wnt, Hippo/TGF-ß, Toll-like receptor or mTOR signaling pathways. 

For instance, this raises the possibility that cell homeostasis might be altered in HD NSCs through the 

inhibition of Hippo signaling — a pathway which has a critical role in cell apoptosis, stem-cell 

expansion and tissue regeneration (Zhao et al., 2011) — as suggested by the gain of LATS2 as a 

positively-regulated F3T (Figure S3). Interestingly, these analyzes also highlighted how 

reprogramming of F3Ts in human HD NSCs may modify the activity of signaling pathways that are 

important to neuronal differentiation (e.g. dendrite spine formation), synaptic homeostasis (e.g. 

glutamate signaling) and cell cycle checkpoints (e.g. cyclin-dependent kinases) through converging 

and/or strong change of FOXO3 gene regulation. Specifically, this applies to losses/gains of Ryk-

independent F3Ts that are associated to axon guidance (e.g. RND1), axon integrity (e.g. TIAM2), 

dendrite spine formation (e.g. LRRC4, PALMD, LRRTM1) and synaptic activity (e.g. GADD45B, 

GNGB3) (Figure S3). This also applies to losses/gains of Ryk-independent F3Ts that are corrected 

back to normal upon silencing of Ryk (Figure 5). Noticeably, network analysis unveils three major 

changes that may be relevant to the homeostasis of neural stem cells and adult neurons facing 

proteotoxic stress including (i) the gain of protein phosphatase GADD34 (PPP1R15A) as a positively-

regulated (strong effect) F3T in HD NSCs, an effect that could tip the balance towards disruption of 

TGF-ß signalling, the latter a phenomenon as previously highlighted in these cells (Ring et al., 2015), 

(ii) the gain of the glutamate receptor subunit NR2B (GRIN2B) as a negatively-regulated (strong 

effect) F3T in HD NSCs, and (iii) the gain of SERTAD1 (also known as p34(SEL1)), a neuronal cell 

apoptosis inducer (Biswas et al., 2010) that binds to, and renders the cyclin-dependent kinase CDK4 

resistant to the effects of p16INK4a (Li et al., 2005)as a positively-regulated (strong effect) F3T and that 

of the transcription factor ETS2, which positively regulates p16INK4a expression REF, as a negatively-

regulated F3T in HD NSCs. The convergence of these effects is predicted to tip the balance towards 

the repression of p16INK4a expression and activity in human HD NSCs. Since p16INK4a is an established 

inhibitor of cell growth in response to stress such as DNA damage and inducer of cellular senescence 

in response to damaging stress and aging (Baker et al., 2016), p16INK4a repression could in turn 

facilitate the proliferation of however stress-vulnerable NSCs such as those expressing a mutant HTT 

allele, an hypothesis that is of strong interest to better understanding the biology of HD neural stem 

cells and that we tested as developed below. 
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Discussion 

The FOXO transcription factors can integrate intracellular and environmental/extracellular clues to 

promote cell survival or death depending on whether the level of cellular stress is manageable or not 

(Eijkelenboom and Burgering, 2013). This is achieved through the regulation of transcriptional targets 

that are important for multiple cell maintenance mechanisms such as antioxidative response, protein 

quality control, protein clearance, DNA damage control, mitochondrial function, maintenance of stem 

cell pools and regulation of cell cycle (Eijkelenboom and Burgering, 2013). Although FOXO factors 

may regulate a core group of evolutionary conserved targets (Alic et al., 2011) such as those important 

for proteostasis and cell apoptosis (Webb et al., 2016), FOXO targets can also be specific on the 

cellular context in which FOXO factors operate (Monsalve and Olmos, 2011). Data have recently been 

accumulated about FOXO gene regulation in neurons. FOXO6 appears to regulate synaptic genes to 

have a role in memory consolidation (Salih et al., 2012a), FOXO3 cooperates with ASCI-1 into the 

preservation of the neural stem cell pool in the mouse (Webb et al., 2013b), and neuronal daf-

16/FOXO targets in adult nematodes may include synaptic genes to have a role in extended memory 

(Kaletsky et al., 2016). Our data identify FOXO3 direct targets in human NSCs that express normal or 

mutant HTT, revealing how FOXO3 may precisely modulate neural cell homeostasis during the early 

developmental times of HD.  

 Our data unveil a regulatory model in which human NSCs that express a mutant (72Q) 

huntingtin allele show partial reprogramming of F3Ts, with some F3Ts that are conserved while others 

are lost or gained compared to the F3T repertoire detected in normal HTT NSCs. Lost and gained of 

F3Ts are associated to the core function of FOXO factors such as cell cycle regulation and other F3Ts 

that are more specifically associated to neurons such as neuronal differentiation, dendrite spine 

formation and synaptic transmission. As expected, although the F3Ts reported herein do overlaps with 

FOXO3 targets found in other cellular contexts in C. elegans, mouse and humans, these overlaps are 

limited, consistent with the notion that FOXO gene regulation has significant context-dependent 

features (Webb et al., 2016). Interestingly, reprogramming of F3Ts in human NSCs that express 

mutant HTT does not appear to be the sole consequence of changes of FOXO3 binding at gene 

promoters and enhancers. While the gain/loss of some F3Ts is accompanied by a gain/loss of FOXO3 

binding, this effect is likely coincidental as there is a global increase of the number and maximal 

intensity of FOXO3 binding signals in HD NSCs compared to CAG-corrected NSCs. This suggests 

that the changes of chromatin states that can be induced by mutant HTT expression (2003; Ng et al., 

2013; Achour et al., 2015a), could actually result in increased FOXO3 occupancy at gene promoters 

and enhancers. This also suggests that the shift of F3Ts might primarily relate to a modification of 

pathways to FOXO3, and FOXO3 co-factors, in mutant HTT expressing cells, a possibility that is 

supported by the effect of increased Ryk signaling on FOXO3 protection in C. elegans model of 

neuronal dysfunction in HD and mouse striatal cell models of cell vulnerability in the disease 
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(Tourette et al., 2014a). Here, our data indicate that silencing Ryk in normal HTT cells greatly 

increase the number of F3Ts, suggesting that Ryk signaling may act as a co-repressor of FOXO3 

activity. However, Ryk may signal through multiple mechanisms including canonical Wnt (Lu et al., 

2004), the PCP pathway (Macheda et al., 2012) and the Ryk-ICD pathway (Lyu et al., 2008a) and we 

cannot exclude the possibility that expansion of F3Ts in normal cells subjected to Ryk silencing may 

also be the result of ß-catenin alteration. In human HD NSCs, several of the observed changes in 

FOXO3 gene regulation are abolished upon silencing Ryk, suggesting that increased Ryk signaling in 

HD (Tourette et al., 2014a) might contribute to reprogramming F3Ts in these cells. Such a model is 

supported by our data on Ryk-ICD membership to the FOXO3/ß-catenin complex. These data raise the 

possibility that Ryk-ICD may modify the homeostasis of the FOXO3/ß-catenin complex, altering gene 

regulation. Since Forkhead Box factors may directly (Yao et al., 2001) or indirectly (Tang et al., 

2002)  recruit co-repressors of gene expression, this may impact on positively- as well as negatively-

regulated targets, as observed herein with the detection of 1304 positively-regulated and 1403 

negatively-regulated F3T in CAG-corrected NSCs upon Ryk silencing. It should be noted that a 

significant number of F3Ts (82) remain conserved between CAG-corrected and HD NSCs, and, within 

genotypes, between cells subjected or not to Ryk silencing, suggesting mutant HTT signaling and Ryk 

signaling may selectively alter FOXO3 gene regulation. A selective impact of mutant HTT signaling 

and Ryk signaling is supported by the biological content analysis of the targets that are lost and gained 

in human HD cells and, amongst these targets, of those for which the F3T status is corrected back to 

normal upon Ryk silencing. The latter class of F3Ts notably predicts that FOXO3 may gain new 

functional properties linked to the modification of cell cycle genes that are important for stress 

response such as p16INK4A, a major regulator of cell proliferation and cellular senescence in response to 

DNA damage (Baker et al., 2016). This possibility is consistent with the previously described role of 

this cyclin dependent kinase inhibitor in stem cell self-renewal (Becker et al., 2006). Finally, our data 

provide a resource to understand how FOXO3 may regulate the maintenance of the neural stem cell 

pool and the capacity to form neurons in the context of proteotoxic stress produced in 

neurodegenerative diseases such as HD. Specifically, our data provide a resource for the community to 

explore whether the gain/loss of individual F3Ts in HD neural stem cells may engage compensatory or 

pathogenic mechanisms, and whether such responses might persist, or not, in adult neurons.  

 In conclusion, we performed biochemical analysis of the Ryk-ICD/ß-catenin/FOXO3 complex 

complemented by the genome wide analysis of FOXO3 gene regulation in a human iPSC/NSC model 

of HD pathogenesis at neuronal differentiation time points. Combined, our data elucidate how FOXO3 

regulates gene transcription in HD NSCs, and they provide novel insights into the pathways by which 

FOXO3 could regulate neural stem cell homeostasis in HD.  
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Materials and Methods 

Cell culture 

To analyze the physical interactions between the Ryk-ICD fragment, ß-catenin and FOXO3, we used 

Human Embryonic Kidney 293 cells (HEK293T). These cells were cultured in DMEM medium 

(Gibco) containing 10% FBS (Gibco) and 100U/ml penicillin and 100 μg/ml streptomycin (Gibco) in 

humidified incubator under 37°C, 5% CO2. 

 To explore FOXO3 gene regulation, we used human induced pluripotent stem cells (iPSC) 

derived from an HD patient (female – 20 years old: 72Q/19Q) and their CAG-corrected counterpart 

(normal HTT NSCs: 21Q/19Q) as obtained by using homologous recombination (An et al., 2012b). 

These cells were differentiated into neural stem cells as previously described using the Embryonic 

Body (EB) method (Ring et al., 2015). Briefly, iPSCs were passaged with ReLesR (STEMCELL 

technologies) and cell clumps were cultured in a low attachment petri-dish (coated with 0,1% agarose) 

in ES medium without bFGF (Embryonic Stem culture medium: knockout DMEM/F12 (Gibco) 

supplemented with 20% knockout serum replacement (Gibco), 2.48mM L-glutamine, 1X NEAA, 

15.4mM HEPES, 50 μM β-mercaptoethanol, 100U/ml penicillin, 100 μg/ml streptomycin and 4ng/ml 

basic Fibroblast Growth Factor (bFGF) (Life Technologies). Every two days, 25% of ES medium was 

replaced by the EB differentiation medium (DMEM supplemented with 20% FBS, 1X non-essential 

amino acids, 50 μM β-mercaptoethanol, 100U/ml penicillin and 100 μg/ml streptomycin). At day 8, 

100% of the culture medium was the EB medium. At day 10, the EBs in suspension were attached 

onto poly-L-Ornithin/Laminin (pO/L, Sigma) coated dishes in Neural Induction medium (DMEM/F12 

supplemented with 1X N2 (Gibco), 100 U/ml penicillin and 100 μg/ml streptomycin) supplemented 

with bFGF (25ng/ml). The culture medium was replaced every two days. After 10-12 days, rosettes 

were picked using the STEMdiff™ Neural Rosette Selection Reagent (STEMCELL Technologies) 

and plated onto pO/L-coated plates in complete neural proliferation medium (Neurobasal medium, 1X 

B27-supplement (Gibco), 2 mM L-glutamine, 25 ng/ml bFGF, 10 ng/ml leukemia inhibitory factor 

(LIF) (Peprotech), 100U/ml penicillin, 100 μg/ml streptomycin). The level of differentiation into 

NSCs was then tested by using immunofluorescence analysis and antibodies against the NSC markers 

Nestin (Sigma-Aldrich, 1:200) and SOX1 (Sigma-Aldrich, 1:50) and control iPSC marker OCT3/4 

(Pierce antibodies, 1:500). The level of differentiation into NSCs achieved across all experiments was 

greater than 97%. The iPSC lines were verified for genome integrity prior to performing experiments 

by using multi-color FISH analysis as carried out by Applied Stemcell Inc. (Menlo Park, CA).  
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Protein co-immunoprecipitation assays 

To test for interaction between Ryk-ICD, ß-catenin and FOXO3, HEK 293T cells were transfected 

with pcDNA3.1-Myc-Ryk-ICD or Empty Vector using JetPrime (PolyPlus Transfection). 48 hours 

after transfection, cells were treated with 50 µM H2O2 for 1 hour and 30 minutes then washed once 

with cold DPBS and lysed using a lysis buffer containing 25 mM Tris-HCl, pH 7.4, 150 mM NaCl, 5 

mM EDTA, 1% Triton X-100, 10 mM sodium pyrophosphate, 10 mM b-glycerophosphate, 1 mM 

sodium orthovanadate, 10% glycerol, and protease inhibitors (ThermoFisher Scientific). Lysate was 

cleared for 10 minutes at 16,000 rpm at 4°C. BCA assay (ThermoFisher Scientific) was performed to 

quantify protein concentration. 

 The cell lysates were precleared with dynabeads protein G (Life Technologies) at least 1 hour 

at 4°C. Immunoprecipitations of complex were carried out by incubating equal amounts (2 mg) of 

total cell lysates with either 5 μg of ß-catenin antibody (BD 610154) or 8 µg of FOXO3 antibody 

(Santa Cruz) at 4°C overnight with gentle rotation. As a negative control we used an antibody of same 

isotype and specie as anti-ß-catenin or anti-FOXO3a (normal mouse IgG, ThermoFisher Scientific, 

normal rabbit IgG, Cell Signaling, respectively). Immune complexes were captured by incubation with 

25 μl of pre-washed dynabeads protein G (Life Technologies) for 4 hours at 4°C. Beads were washed 

three times for 10 minutes each at 4°C (with end-over-end rotation) in cold lysis buffer supplemented 

with protease inhibitors. The immunoprecipitate complexes were eluted at 100°C for 10 minutes in 1x 

Laemmli Buffer (Biorad). Samples were then resolved on 4–12% gels in 1X MES buffer (Life 

Technologies) and transferred to a PVDF membrane (Biorad). Western blot analysis was performed 

under standard conditions using the antibodies: anti-FOXO3 (H-144, Santa Cruz, 1:1000), anti-MYC 

(Pierce, 1:1000) and anti- ß-catenin (Cell Signaling, 1:1000). 

 

Messenger RNA isolation and sequencing 

The RNA-seq samples were prepared in duplicate using HD (72Q/19Q) NSCs and normal HTT 

(21Q/19Q) NSCs. These cells were generated from the corresponding iPSCs as described above, and 

they were then amplified in culture for a limited number of passages (n = 11). Briefly, 15 millions of 

HD-72Q and Corrected-NSCs were transfected with siRNA Ryk or scramble Ryk ( Eurofins MWG 

Operon) that were previously validated for activity in HD and control NSC using qRT-PCR analysis. 

Ryk siRNA: 5’-GCAAGUUAGUAGAGGCCAA-3’; scramble RNA-5’-

AUCGAAGCUAGCGAUGAGA-3’. Cells were transfected by using electroporation (Neon 

Transfection System, Invitrogen Inc.) according to the manufacturer’s instructions. Two days after 

transfection, complete neurobasal proliferation medium was switched to medium without bFGF and 

LIF for 4 hours and treated with 20 μM LY294002 (Peprotech) for 1 hour and 30 minutes to activate 

endogenous FOXO3 as previously described (Brunet et al., 1999b). Total RNA was then isolated and 
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purified using the RNeasy kit (Qiagen) and DNase treated using the DNA-free-Kit from Ambion. 

Messenger RNA libraries were prepared using standard protocols from Illumina and sequenced with 

the Illumina HiSeq Genome Analyzer. The preparation and sequencing of mRNA libraries were 

performed by FASTERIS SA (Switzerland). 

 

Chromatin immunoprecipitation and sequencing  

To prepare the ChIP-seq samples, HD-72Q and Corrected-NSCs were amplified in culture for a 

limited number of passages (7−11), and ChIP experiments were performed as described in the Agilent 

Mammalian ChIP-on-chip protocol. Briefly, 80-100 × 106 cells of HD-72Q and Corrected-NSC were 

transfected with a siRNA Ryk or a scramble Ryk for generate Illumina single-end libraries for FOXO3 

ChIP as described before. Two days after transfection, complete neurobasal proliferation medium was 

switched to medium without bFGF and LIF for 4 hours and treated with 20 μM LY294002 for 1 hour 

and 30 minutes to activate endogenous FOXO3 as previously described (Brunet et al., 1999b). Cells 

were cross-linked for 10 minutes with 1% PFA. Cross-linking was stopped by the addition of glycine 

at a final concentration of 0.125 M, followed by incubation for 5 minutes at room temperature. Cells 

were washed with cold DPBS, lysed with Lysis Buffer 1 (LB1) and rocked for 10 minutes at 4°C. 

Pellets were resuspended in Lysis Buffer 2 (LB2) and rocked 10 minutes at 4°C. Pellet nuclei were 

resuspended in Lysis Buffer 3 (LB3) and rocked 10 minutes at 4°C. Chromatin was sheared by 

sonication with a Bioruptor Plus device (Diagenode) 20 times 30 sec ON – 30 sec OFF and 

centrifuged at 14,000 rpm for 15 minutes at 4°C to be clarified. For immunoprecipitation, 5 μg of anti-

FOXO3 antibody “NFL”, a ChIP grade FOXO3 antibody (Brunet et al., 1999b), or 5 μg of anti-IgG 

(Cell Signaling) were used for each ChIP experiment and coupled overnight with Dynabeads Protein 

G (Life Technologies). Chromatin was then incubated overnight with antibody-coupled beads. Beads 

were washed with RIPA buffer 3 times and one time with Tris-EDTA supplement with 50 nM NaCl. 

Chromatin was eluted in Elution Buffer in a water bath at 65°C during 15 minutes, then reversed 

cross-linked by incubating in a water bath at 65°C overnight. DNA was extracted using a 

phenol/chloroform protocol and purified using the PCR purification kit (Qiagen). ChIP-seq libraries 

were prepared for sequencing using standard Illumina protocols as performed by Fasteris SA, 

Switzerland. DNA sequencing was carried out at Fasteris using Illumina HiSeq Genome Analyzer 

sequencer. 
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Next-generation sequencing data analysis 

The main steps for the following next generation sequencing data analysis were performed using the 

Galaxy framework developed by the ARTbio bioinformatics platform at the Institute of Biology Paris-

Seine (https://mississippi.snv.jussieu.fr/). 

 

RNA-seq data analysis 

The raw sequencing reads were pre-processed in order to discard both adapter sequences and low 

quality reads using the Trimmomatic and FASTQ Groomer tools. The filtered reads were then mapped 

to the human reference genome hg38 (UCSC 2013 release) by using Bowtie2 (Langmead and 

Salzberg, 2012) Duplicate and unmapped reads were removed using SAM Tools (Li et al., 2009a). 

Read distribution were calculated by using the featureCounts tool (Liao et al., 2014). To test for 

differentially expressed genes, reads were analyzed by using the R/Bioconductor package edgeR 

(Robinson et al., 2010). For genes with very low read counts, a prior filtering step was performed to 

only keep those with at least ten counts in all samples. Following differential expression analysis was 

assessed using the exact negative binomial test and a false discovery rate (FDR) correction of 5%. 

 

FOXO3 ChIP-seq data analysis  

Reads with length 50 bp were generated using Illumina HiSeq Genome analyzer. The raw sequencing 

reads were then mapped to the human reference genome (hg38 2013 release) using Bowtie2 

(Langmead and Salzberg, 2012). Duplicate and unmapped reads were removed using samtools. Peaks 

were called using MACS2 (Zhang et al., 2008) set to default parameters except for read length that 

was set as 100 and p-value cut off was set to 0.05. Deduction and comparison of noise and input was 

carried out using the bdgcmp in MACS2 while the peaks were called using the bdgpeakcall available 

from MACS2. The number of ChIP-seq peaks varied across samples due to the difference in binding 

across samples while keeping a constant p-value cutoff. Generated peaks were annotated using the 

R/Bioconductor package ChIPseeker (Yu et al., 2015) and a peak calling set to ±5 kb from a 

transcription start site (TSS). DeepTools (Ramirez et al., 2016) were used to perform binding 

enrichment across TSSs with sorting based on mean and k-means clustering. 

 

Integrative analysis of RNA-seq and FOXO3 ChIP-seq data 

The comparison of RNA-seq and ChIP-seq data was performed using Monte Carlo simulations with 

10,000 repetitions for testing all overlaps between the four experimental conditions. In addition, the 

https://mississippi.snv.jussieu.fr/


 164 

global and pairwise comparisons of ChIP-seq signals (or peak score distributions) for the four 

conditions were examined using the Chi-squared test in R. 

 

Motif discovery and enrichment analysis 

Analysis of sequence motifs was performed using the motif-based sequence analysis tools of the 

MEME Suite (Stuge and Ellingsen, 1991) for the MACS2 peaks corresponding to the promoter 

regions within a band width of ±250 bp. Default parameters were used except for MEME Motif Count 

(value: 8), DREME Motif E-value (value: 0.5) and CentriMo Match Score (value: 8). The significance 

of detected motifs was assessed using an E-value less than 0.5. Motif annotation was then performed 

using the HOmo sapiens COmprehensive MOdel COllection database (HOCOMOCO v10) 

(Kulakovskiy et al., 2013). To determine the family-wide significance of the motifs (e.g. the FOXO 

family), the top p-value was considered for each family. 

 

Ortholog analysis 

The human-mouse orthologous gene pairs were extracted from Ensembl database with the 

R/Bioconductor biomaRt package (Durinck et al., 2009). 

 

Biological content analysis 

Biological content analysis was performed for each subgroup of FOXO3 direct targets including those 

that are conserved, lost or gained in human HD NSCs compared to CAG-corrected NSCs, in a Ryk-

dependent or -independent manner. To this end, we used EnrichR 

(http://amp.pharm.mssm.edu/Enrichr/). Additionally, networks containing subgroups of FOXO3 direct 

targets as seed genes and their level-1 neighbors (for a total number of nodes set at 100) were derived 

from the high coverage and probabilistic functional network STRING (v10) (Szklarczyk et al., 2015). 

This was performed using high-confidence (STRING score ≥ 0.7) edges that are based on information 

with high biological relevance (Databases, Experiments). Networks were represented using Cytoscape 

(http://www.cytoscape.org/) and annotated with biological information as provided in STRING. 

Additionally, seed genes (FOXO3 direct targets) in these networks were annotated further with 

information on the magnitude of the regulation by FOXO3, as inferred from log2 fold change values 

in RNA-seq data, and with information on gene deregulation in human HD compared to CAG-

corrected NSCs (Ring et al., 2015).  
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Supplementary information 

 

Table S1. Complete list of human genes that are differentially expressed upon FOXO3 induction into 

the nucleus compared to no FOXO3 induction. This table is annotated with information on FOXO3 

binding at promoters (-5 kb/+2 kb) and enhancers (± 20 kb outside the promoter regions), deregulation 

in HD-NSCs, the same as the ones used herein, as previously reported (Ring et al., 2015), 

druggability, overlap with FOXO3 or FOXO1 targets in other cell types as previously reported (Paik 

et al., 2009b; Renault et al., 2009; Ouyang et al., 2012; Eijkelenboom et al., 2013a; Kim et al., 2013; 

Webb et al., 2016), and overlaps with modifiers of mutant HTT cytotoxicity in RNAi screens 

performed in C. elegans (Lejeune et al., 2012) and human cell (Miller et al., 2012b) models of HD 

pathogenesis.  

 

Table S2. Table S1 extract showing the list of F3Ts that are gained in human HD neural stem cells 

and their behavior upon silencing of Ryk. 

 

Table S3. Table S1 extract showing the list of F3Ts that are lost in human HD neural stem cells and 

their behavior upon silencing of Ryk. 

 

Table S4. Table S1 extract showing the list of F3Ts that are conserved in human HD neural stem cells 

and their behavior upon silencing of Ryk. 

 

Table S5. All F3Ts in normal HTT cells that are true in other F3T datasets 

 

Table S6. FOXO3 targets conserved between human HD and CAG-corrected neural stem cells (Table 

S1 extract). 

 

Table S7. FOXO3 targets reprogrammed (lost or gained) in a Ryk-independent manner (Table S1 

extract). 
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Table S8. FOXO3 targets reprogrammed (lost or gained) in a Ryk-dependent manner (Table S1 

extract). 

 

Figure S1. FOXO3 induction into the nucleus and Ryk silencing in HD and normal HTT neural stem 

cells. FOXO3 was induced in the nucleus using low growth factor (LGF) conditions complemented by 

LY294002 treatment (see Methods). (A) Representative confocal images of FOXO3 intracellular 

distribution upon induction in the nucleus of HD and normal HTT NSCs. HGF: high growth factor 

conditions. (B) The nuclear localization of FOXO3 is increased in HD and normal HTT cells. Data are 

mean±SEM for the ratio Intensity/Area of FOXO3 signal in the nucleus (N = 3). ***P < 0.001 

compared to no induction. (C) Ryk mRNA levels are decreased by siRNA treatment in HD and 

normal HTT NSCs. Data are mean±SD (N = 3). ***P < 0.001 compared to scramble RNA treatment.  

 

Figure S2. Network of F3T that are conserved between normal and mutant HTT cells, regardless of 

their dependence on Ryk. To maximize biological relevance, FOXO3 direct targets were used as seed 

genes to generate networks that include a maximum of 100 high confidence neighbors as defined by a 

probability score ≥ 0.7 and edge information solely based on databases and experiments as available in 

the STRING database (http://string-db.org/). These network is annotated with information on 

connectivity between F3Ts with different regulatory profiles (positively or negatively regulated), top-2 

fold-changes of target expression upon FOXO3 nuclear induction and gene expression levels in HD 

NSCs versus CAG-corrected NSCs as previously reported (An et al., 2012b).  

 

Figure S3. Network of F3Ts that are reprogrammed (lost or gained) in a Ryk-independent manner in 

HD neural stem cells, regardless of their dependence on Ryk in normal HTT neural stem cells. To 

maximize biological relevance, F3Ts were used as seed genes to generate networks that include a 

maximum of 100 high-confidence neighbors as defined by a probability score ≥ 0.7 and edge 

information solely based on databases and experiments as available in the STRING database 

(http://string-db.org/). The network is annotated with information on connectivity between F3Ts with 

different regulatory profiles (positively or negatively regulated), top-2 fold-changes of target 

expression upon FOXO3 nuclear induction and gene expression levels in HD NSCs versus CAG-

corrected NSCs as previously reported (Ring et al., 2015). 

 

Abbreviations 

FOXO: Forkhead box O; HD: Huntington’s disease; NSC:  neural stem cells. 
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Legends of figures 

 

Figure 1. The FOXO3, ß-catenin and Ryk-ICD fragment proteins co-precipitate in pull-down 

experiments. Construct Myc-Ryk-ICD was transfected into HEK293T cells. For negative control, an 

IgG isotype was used. A) Immunoprecipitation of the endogenous FOXO3. The association of the ß-

catenin and the Ryk-ICD with FOXO3 were analyzed by immunoblotting for ß-catenin and Myc. B) 

Immunoprecipitation of the endogenous ß-catenin. The association of FOXO3 and Ryk-ICD with ß-

catenin were analyzed by immunoblotting for FOXO3 and Myc.  

 

Figure 2. FOXO3 binding in human HD and control neural stem cells with or without Ryk silencing. 

A) Enrichment of FOXO3 binding around the transcriptional start sites (TSSs) (±2 kb) in human NSCs 

expressing a normal (HTT) or mutant HTT (mHTT) allele and treated with Ryk siRNA (siRyk) or 

scramble RNA (scramble). The genotypes for HTT and mHTT cells are 19Q/21Q and 72Q/21Q, 

respectively. B) FOXO3 binding at specific loci in human NSCs expressing a normal or mutant HTT 

allele. The upper panel illustrates a common FOXO3 binding site that is present in the normal HTT 

cells at the HYLS1 locus. The lower panel illustrates a common FOXO3 binding site that is gained in 

mHTT cells at the TBC4 locus.  

 

Figure 3. Integration of RNA-seq and FOXO3 ChIP-seq data in human HD and CAG-corrected neural 

stem cells. A) Venn diagram depicting FOXO3 direct target overlaps across the four conditions listed 

in Figure 2. FOXO3 direct targets are genes that show FOXO3 binding across the promoter or 

enhancer regions (±20 kb) as indicated by FOXO3 ChIP-seq data and as previously recommended 

(Eijkelenboom et al., 2013a; Webb et al., 2016) and that are positively or negatively regulated by 

FOXO3 as indicated by RNA-seq data. The left panel shows the FOXO3 dependent genes as 

instructed by RNA-seq data, showing an increase of 3486 genes in CAG-corrected NSCs upon Ryk 

silencing (P < 2.2 10-16 compared to CAG-corrected NSCs subjected to scramble RNA treatment using 

chi square test). The middle panel shows FOXO3 binding across the four conditions tested, showing 

that there is more FOXO3 binding in the promoter and enhancers, considered together, of human HD 

NSCs compared to CAG-corrected NSCs. The right panel shows the distribution of F3Ts across the 

four conditions tested, highlighting an increase of 2587 F3Ts upon Ryk silencing in CAG-corrected 

NSCs (P < 2.2 10-16 compared to CAG-corrected NSCs subjected to scramble RNA treatment using 

chi square test) and a similar effect of Ryk silencing, however to a lower extent, in human HD NSCs 

(P < 2. 2 10-16 compared to human HD NSCs subjected to scramble RNA treatment using chi square 

test). B) Binding effect of the FOXO3-dependent genes (genes significantly found deregulated in at 
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least one of the four conditions tested with RNA-seq data). The left bar plot shows the proportions of 

the FOXO3-dependent genes with binding or no binding in each of the four conditions. Pairwise 

proportion tests with correction for multiple testing were performed using the R function 

pairwise.prop.test. The right bar plot represents the signal (peak score) distributions of the FOXO3-

dependent genes across the four conditions. Chi-squared test was performed for global and pairwise 

comparisons of the distributions with the R function chisq.test. C) Classification of F3Ts according to 

their change of status in human HD cells and the consequence of silencing Ryk on the status of these 

F3Ts in human HD or CAG-corrected NSCs. 

 

Figure 4: FOXO3 binding sites enrichment for candidate co-regulator motifs that are shared across 

HTT genotypes or unmasked in cells expressing mutant HTT. (N.A - Non applicable) 

 

Figure 5. Network of FOXO3 direct targets that are lost or gained in human HD NSCs in a Ryk-

dependent manner. To maximize biological relevance, FOXO3 direct targets were used as seed genes 

to generate networks that include a maximum of 100 high confidence interactors as defined by a 

probability score ≥ 0.7 and edge information solely based on databases and experiments as available in 

the STRING database (http://string-db.org/). These network is annotated with information on 

connectivity between F3Ts with different regulatory profiles (positively or negatively regulated), top 2 

fold change of expression upon FOXO3 nuclear induction and gene expression levels in HD-NSCs 

versus CAG-corrected cells as previously reported (Ring et al., 2015). 
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Discussion 

Ce travail a permis d’identifier les cibles de FOXO3 dans des cellules souches 

neurales humaines jusqu’alors encore non listé chez l’Homme, et confère de la nouveauté 

tout du moins pour un répertoire de cibles de FOXO3. Il suggère que les protéines mutées à 

l’origine de la maladie, telle que la huntingtine, peuvent moduler profondément le répertoire 

de ces cibles avec des pertes et des gains partiels de gènes cibles. Ce travail suggère aussi 

que le fragment Ryk-ICD est un co-facteur naturel de FOXO3. Dans des conditions 

normales, le fragment Ryk-ICD peut réguler l’activité du complexe β-caténine/FOXO. Dans 

des conditions pathologiques qui conduisent à l’augmentation de Ryk à la membrane 

plasmique et à l’augmentation du fragment Ryk-ICD dans le noyau, l’homéostase du 

complexe β-caténine/FOXO3 est perturbée et conduirait à une reprogrammation des cibles 

de FOXO3. 

I) Analyses des cibles de FOXO3 

Nous avons analysé les données d’expression d’ARN messagers et des sites de 

liaisons de FOXO3 sur l’ADN et nous avons pu mettre en évidence un modèle dans lequel 

les cellules souches neurales qui expriment la huntingtine mutée (72Q) peuvent 

reprogrammer partiellement les cibles directes de FOXO3. Les cibles considérées comme 

des cibles transcriptionnelles directes de FOXO3 sont les gènes dont le niveau d’expression 

est dépendant de l’induction de FOXO3 et qui de plus, présentent un site de liaison pour 

FOXO3 dans une région de ±20 kb autour du site d’initiation de la transcription, en vertu des 

travaux de B. Burgering sur ce sujet (Eijkelenboom et al., 2013a).  
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Figure 30 : Diagrammes de Venn des données d’expression et des données des sites 

de liaison dans les cellules souches neurales humaines. A) Comparaison du nombre de 

cibles directes de FOXO3 dans les cellules souches neurales en présence ou non de 

huntingtine mutée. B) Dérégulation des gènes cibles dans les cellules souches humaines en 

présence ou non de huntingtine mutée. C) Comparaison de l’occupation de FOXO3 sur les 

sites de liaison à l’ADN dans les cellules MH-NSC et contrôle. 

Il nous apparait que certaines des cibles directes de FOXO3 apparaissent comme 

conservées (82) tandis que d’autres sont perdues (137) ou gagnées (190) dans les cellules 

souches exprimant la huntingtine mutée (Figure 30A). En comparant les données de 

l’occupation des sites de liaison à l’ADN et les données de transcription, nous avons pu 

conclure qu’il n’y avait pas de corrélation entre la dérégulation génétique et l’occupation de 

FOXO3 sur les sites de liaison à l’ADN (Figure 30B-C). La reprogrammation des cibles ne 

peut donc pas être expliquée uniquement par des effets directs de l’activation 

transcriptionnelle par FOXO3, mais également par des effets indirects. La perte d’un gène ou 

la dérégulation négative d’un gène n’est pas spécifiquement corrélée avec une perte 

d’occupation ou une diminution d’occupation du site de liaison de FOXO3.  

Nous avons aussi pu mettre en évidence qu’en présence de la huntingtine mutée, la 

liaison de FOXO3 à l'ADN est augmentée. Ces résultats suggèrent, qu’en plus des 

perturbations de la signalisation intracellulaire sur FOXO3, il y a des mécanismes qui tendent 

à favoriser la liaison à l’ADN de FOXO3, les deux contribuant à une modification du 

répertoire des cibles de ce facteur de transcription dans la maladie de Huntington. 
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Un des acteurs de cette reprogrammation des cibles peut être le complexe Ryk-

ICD/β-caténine/FOXO3 suite à la perturbation fonctionnelle de la liaison entre Ryk-ICD et le 

complexe β-caténine/FOXO3 dans des cellules qui expriment la Huntingtine mutée. Comme 

l’indique la forte perturbation des cibles directes de FOXO3 par l’extinction de RYK, la voie 

Ryk pourrait inhiber ou restreindre l'activité transcriptionnelle de FOXO3 dans des cellules 

normales tandis qu’un excès de Ryk conduirait FOXO3 à réguler de nouvelles cibles dans 

les cellules NSC-MH, cependant en perturbant l'activité de FOXO3 de façon sélective. Cette 

hypothèse est appuyée par l’augmentation du nombre de cibles de FOXO3 dans les cellules 

NSC-contrôle après l’extinction du gène RYK. On dénombre 3667 cibles après extinction de 

RYK dans les cellules NSC-contrôle contre 303 cibles sans extinction de Ryk. 

Au travers des analyses de l’ensemble de nos données d’expression et de liaison, 

nous avons pu montrer que ces changements de régulation transcriptionnelle étaient vrais 

pour des cibles canoniques de FOXO3 largement connues et des cibles de FOXO3 non-

canoniques possédant une fonction particulière dans les neurones. Ces résultats sont 

appuyés par les annotations biologiques des cibles et une analyse des motifs de liaison.  

 

Figure 31 : Représentation des familles de motifs dans les cellules souches neurales 
humaines en présence de huntingtine mutée ou non et/ou extinction de RYK. Analyse 
des motifs de séquences des sites de liaison à l’ADN de FOXO3. Les familles de motifs de 
liaison de type Homeobox, Forkhead, Sp/KLF, ETS, Zinc Finger p53 et ASCL sont 
représentées en fonction de la huntingtine normale ou mutée et/ou de l’extinction de RYK 
dans les cellules souches neurales humaines. 
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Les motifs couramment et hautement enrichis dans les quatre conditions analysées 

comprennent le motif Forkhead, comme attendu, mais également les motifs Homeobox, 

Sp/KLF, ETS, E2F, Pou domain, PAS domain, JUN, Zinc finger, TCF, C/EBP et MEF. Nous 

avons pu constater que la mHTT augmentait considérablement la fréquence des familles 

Homeobox et Forkhead, et dans une moindre mesure, celle des familles Sp/KLF et ETS 

dans les cellules souches neurales. La famille de motif Forkhead semble montrer un 

enrichissement plus fort et une fréquence plus élevée dans les cellules NSC-MH par rapport 

aux cellules NSC-contrôle, quel que soit le statut de Ryk, ce qui est compatible avec 

l’augmentation de l’occupation de FOXO3 que nous avons observée dans les cellules NSC-

MH (Figure 31). 

D’autres motifs communs tels que Homeobox, Sp / KLF, E2F et Pou domain 

présentent des caractéristiques similaires à Forkhead, et certains motifs semblent être 

spécifiquement enrichis dans les cellules NSC-MH tels qu’ASCL et p53 (Figure 31). 

L’extinction de Ryk ne semble pas avoir un impact significatif sur l’enrichissement et la 

fréquence des profils de motifs dans les cellules NSC-MH ou –contrôle, à l’exception 

toutefois de la famille de Tbrain qui est spécifiquement détectée dans les cellules NSC-MH 

avec Ryk (Figure 31). Cela vient à l’appui du modèle dans lequel la signalisation Ryk 

pourrait principalement moduler la régulation des gènes cibles de FOXO3 en modifiant 

l’homéostasie du complexe β-caténine/FOXO3/Ryk-ICD. L’analyse de ces motifs met en 

évidence de potentiels co-facteurs de FOXO3 dans les cellules neurales humaines, certains 

d’entre eux pouvant être spécifiques aux cellules NSC-MH, ce qui nous fournit un ensemble 

de cibles à étudier pour comprendre comment FOXO3 pourrait coopérer avec d’autres 

facteurs de transcription pour réguler l’homéostasie des cellules souches neurales humaines 

dans des conditions normales ou pathologiques. 

II) Etude des cibles canoniques et non-canoniques de FOXO3 

Nous avons pu mettre en évidence que bon nombre de cibles canoniques sont 

perturbées par la mHTT. Les gènes ULK1 et PINK1 sont deux cibles connues de FOXO3 et 

sont impliqués dans la régulation de la protéostase cellulaire en activant la macroautophagie 

et la mitophagie (Mei et al., 2009; Lim et al., 2015). Il apparait que ce sont des cibles 

positivement régulées par FOXO3 en condition normales et perdues dans les cellules 

souches neurales humaines en présence de mHTT. La perte de ces cibles pourrait 

contribuer aux perturbations du contrôle qualité, à l’altération de l’élimination des protéines 

mal conformées ainsi qu’au dysfonctionnement mitochondriales. Plus largement, cela nous a 
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amené à penser que la reprogrammation des cibles de FOXO3 contribuerait à des effets de 

perte de fonction ou des gains de fonction de protéines normales.  

Enfin, nous avons aussi identifié au travers de nos analyses des cibles de FOXO3 

dont le changement de statut dans les cellules NSC-MH est dépendant de Ryk : EST2, 

SERTAD1 et CDKN2AIP. Ce groupe de cibles est notamment impliqué dans le contrôle du 

cycle cellulaire. En effet la littérature nous indique que d’une part, le facteur de transcription 

ETS2 est un activateur transcriptionnel de p16INK4a (Ohtani et al., 2001; Stankiewicz and 

Crispino, 2009), une des protéines codées par le gène CDKN2A. Ce gène génère deux 

transcrits qui diffèrent dans le premier exon. Cependant, en dépit des différences 

structurelles et fonctionnelles, les isoformes protéiques p16INK4a et p14ARF codés par 

CDKN2A, agissent sur la voie CDK4 et la voie p53, connues notamment pour inhiber le cycle 

cellulaire en réponse au stress, au niveau des transitions G1/S et G2/M, respectivement 

(Agarwal et al., 2013). D’autre part, le gène SERTAD1, peut se lier au complexe 

p16INK4a/CDK4/cycline D1 et contrôler l’activation de CDK4 de manière dose-dépendante : à 

faible concentration, SERTAD1 active la kinase CDK4, alors qu’à forte concentration, il 

inhibe l’activité de CDK4 (Li et al., 2004; Li et al., 2011a). Le gène CDKN2AIP (CDKN2A 

Binding Protein) aussi connu sous le nom de CARF, quant à lui, participerait au contrôle du 

cycle cellulaire en modulant la voie p14ARF notamment en stabilisant et en régulant l’activité 

de p53 (Hasan et al., 2002; Cheung et al., 2010; Kamrul et al., 2007). Si les effets de 

dépendance à FOXO3 se confirment dans les cellules NSC-MH, on pourrait éventuellement 

penser que dans la MH, la reprogrammation de cibles directes de FOXO3 participerait à la 

régulation du stock de cellules souches. 

Le gène NR2B (GRIN2B) est également une cible directe de FOXO3. C’est une des 

sous-unités du récepteur NMDA. La sous-unité NR2B disparait au cours du développement 

et est remplacée par la sous-unité NR2A. De plus, la sous-unité NR2B contribue à la 

prolifération des cellules souches neurales de l’hippocampe du rat (Li et al., 2011b). Son 

implication dans les phases précoces du développement en fait une cible intéressante pour 

étudier les effets de l’activité transcriptionnelle FOXO3 durant la différenciation neuronale et 

le potentiel rôle de FOXO3 dans la mise en place du réseau synaptique au cours des phases 

de développement. 

Il serait fortement intéressant de comprendre comment ces cibles sont 

reprogrammées par FOXO3. En effets, les résultats suggèrent que bien que la 

reprogrammation pourrait être favorisée par des effets épigénétiques au niveau des sites de 

liaison de FOXO3 du fait d’une ouverture globale de la chromatine au niveau de ces sites, 
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c’est surtout des changements au niveau du complexe FOXO3/β-caténine/Ryk-ICD qui 

joueraient un rôle important. 
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Discussion générale 

L’hypothèse de mon travail est que FOXO3, un grand facteur de réponse au stress et 

de survie cellulaire qui a des effets neuroprotecteurs, joue un rôle important dans la maladie 

de Huntington dès la différenciation neuronale et au-delà, dans les neurones adultes. La 

question abordée dans ce travail est de savoir comment FOXO3 régule ses cibles pendant la 

différenciation neuronale et quel en est l’impact physiologique : est-ce que la régulation de 

ces cibles contribue globalement à la poursuite des phénomènes de différenciation, et 

quelles sont ces cibles? Les résultats du laboratoire (Tourette et al., 2014a) suggèrent que 

FOXO3 garderait un rôle protecteur sur l'homéostase des cellules NSC-MH. Le maintien des 

cellules souches est d’ailleurs une des fonctions normales et importantes de FOXO3, et la 

question est de savoir si elle maintenue, et comment, au cours de la différenciation 

neuronale dans la maladie de Huntington. Dans tous les cas, la réponse au stress cellulaire 

est un facteur important au cours de l'évolution de la maladie, ce qui est par exemple montré 

dans les analyses de modélisation informatique des données Huntington effectuées dans le 

laboratoire, et le postulat du laboratoire est que la réponse au stress sous contrôle de 

FOXO3 permet de retarder les effets cytotoxiques de la huntingtine mutée. 

I. Reprogrammation des cibles de FOXO3 dans la maladie de HTT 

Le répertoire des cibles de FOXO3 est profondément remodelé en présence de 

huntingtine mutée dans des cellules souches neurales humaines. Bien qu’un petit groupe de 

cibles soit conservé, de nombreuses cibles sont gagnées ou perdues par rapport au groupe 

de cibles directes de FOXO3 dans les cellules souches neurales normales. Ces cibles 

gagnées ou perdues présentent des fonctions biologiques établies et connues de FOXO3 

impliquées dans la régulation du cycle cellulaire, la régulation des mécanismes 

autophagiques ; et d’autres fonctions qui sont spécifiques et associées aux neurones telles 

que la différenciation neuronale, la formation d’épines dendritiques ou encore la transmission 

synaptique. L’altération des effets transcriptionnels que l’on observe ne change pas 

totalement les fonctions fondamentales de FOXO3 qui semblent conservées par 

l’intermédiaire d’un autre jeu de cibles. 

Comme nous pouvions nous y attendre, certaines de nos cibles se recoupent avec 

d’autres données provenant de contextes cellulaires différents visant à lister les gènes cibles 

de FOXO3. En raison du contexte cellulaire et tissulaire dépendant de l’activité de FOXO3, il 

n’est pas étonnant que ces chevauchements soient restreints (Webb et al., 2016). On dénote 

notamment des chevauchements avec des données issues de cellules souches de souris 

(Paik et al., 2009a; Renault et al., 2009; Webb et al., 2016) et des données chez la 
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drosophile (Lu et al., 2013b). Ces listes de cibles issues de cellules souches pour la plupart, 

indiquent que les cibles qui sont sous le contrôle de FOXO3 tendent vers un rôle 

neuroprotecteur mais également, un rôle important dans la différenciation et le maintien des 

cellules souches normale (Paik et al., 2009a; Renault et al., 2009).  

Au travers de ces données il semble que les gènes impliqués dans les fonctions 

conservées, soient modifiés dans les cellules souches MH. FOXO3 étant un « master 

regulator » dans la cellule, il serait plus judicieux d’analyser ces cibles, non pas au cas par 

cas, mais en tant que groupes de gènes influençant une fonction physiologique particulière 

et qui participeraient aux effets compensatoires pour pallier les pertes ou les gains de cibles. 

Quels peuvent être les mécanismes qui participent aux changements de cibles dans 

les cellules en présence de huntingtine mutée ? Notre hypothèse de départ prenait en 

considération un système très simple pour expliquer la modulation des effets de FOXO3 par 

Ryk. Nous pensions que la présence du fragment Ryk-ICD réprimait l’activité 

transcriptionnelle de FOXO3 par sa liaison au complexe β-caténine/FOXO3. Mais il apparait 

que la régulation de cette reprogrammation est beaucoup plus subtile, avec des pertes mais 

aussi des gains de cibles transcriptionnelles.  

Tout d’abord, nous avons montré que Ryk pouvait interagir avec le complexe β-

caténine/FOXO3 et que le fragment Ryk-ICD est à l’origine d’une diminution de l’activité 

transcriptionnelle de FOXO3 dans les cellules striatales de souris Huntington. De plus 

l’extinction de RYK dans les cellules souches humaines normales augmente 

considérablement le nombre de gènes cibles. Au vu de nos récentes conclusions, Ryk agirait 

comme un co-répresseur de FOXO3 et l’altération de ce complexe β-caténine/FOXO3 dans 

la maladie de Huntington, contribuerait au phénomène de reprogrammation des cibles que 

nous avons pu observer. Cependant nous ne savons pas si cet effet est également médié 

par la présence du fragment Ryk-ICD dans les cellules souches neurales humaines et si 

d’autres altérations des voies effectrices de la signalisation Ryk ne seraient pas en cause 

dans la répression des cibles de FOXO3. Ryk étant impliqué dans la signalisation des voies 

de signalisation PCP (Andre et al., 2012) et Wnt/β-caténine dépendante (Berndt et al., 2011), 

et on ne peut pas exclure que les effets observés soient en partis dus à une modification de 

ces voies. 

D’autres effets possibles sont à prendre en considération dans la perturbation de ces 

cibles. Nous pouvons très bien envisager que des régulations d’ordre épigénétiques dans 

ces cellules souches neurales puissent participer à ce phénomène de reprogrammation. 

Bien que la dérégulation des gènes et la fixation ou non au site de liaison de FOXO3 ne 
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soient clairement pas corrélées dans notre étude, on observe néanmoins une forte 

augmentation de l’occupation des sites de liaisons sur les séquences promotrices et 

également amplificatrices. Nous ne savons pas si, dans ces cellules souches neurales, la 

présence de la huntingtine mutée conduit à une ouverture de la chromatine et rendrait plus 

accessible les sites de liaison de FOXO3. En revanche, de tels effets sont plausibles car il 

existe de nombreuses modifications de la chromatine dans la maladie de Huntington. D'une 

part, les histones, protéines qui modifient la structure de la chromatine, peuvent être 

séquestrés dans les agrégats de huntingtine mutée (Li et al., 2007a; Bannister and 

Kouzarides, 2011). D'autre part, la chromatine peut être altérée, par exemple au niveau des 

régions super-amplificatrices, ou encore être non acétylés (Li et al., 2007a ; Achour et al., 

2015) avec des effets d'inhibition de l'expression de gènes important pour l'identité 

neuronale. En effet des profils épigénétiques précis de gènes sous-exprimés chez des 

modèles souris de la MH sont associés à un profil épigénétiques particulier du site d’initiation 

de la transcription de H3K4me3 et H3K27ac. Les gènes qui affichent ce profil particulier sont 

impliqués principalement dans les fonctions et les voies liées à l’activité neuronale, ce qui 

indique que les profils spécifiques de H3K4me3 et H3K27ac marquent des gènes qui 

définissent l’identité et la fonction des tissus et mets en relief un intérêt potentiel pour l’étude 

des signatures épigénétiques dans la MH (Vashishtha et al., 2013; Achour et al., 2015b). 

La reprogrammation des cibles de FOXO3 est un phénomène dont la régulation et 

l’impact physiologique dans les cellules neurales se doit d’être précisé. Notamment en ce qui 

concerne la régulation de ces cibles dans les neurones adultes et leur rôle pro-survie dans 

les cellules souches neurales. 

 

II. Signification biologique des phénomènes de reprogrammation des cibles de 

FOXO3  

Quel est le rôle de FOXO3 dans les cellules souches neurales humaines ? Pour cela il 

nous faut comprendre si l’état physiologique de la cellule est altéré au vu des nombreux 

changements de cibles bien que les annotations fonctionnelles nous indiquent, qu’au global, 

les processus sont les mêmes. Est-ce que dans la maladie de Huntington, FOXO3 continue 

à favoriser le maintien du pool de cellules souches neurales et la différenciation neuronale? 

On peut supposer que FOXO3 conserve ses propriétés protectrices dans les cellules 

NSC-MH, mais cette supposition reste à démontrer.  
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Afin d'étudier cet aspect, nous avons sélectionné analysé le contenu biologique de 

différentes catégories de cibles de FOXO3, gagnées ou perdues d'une façon dépendante ou 

pas de Ryk, ainsi que les cibles conservées. Remarquons à ce niveau que le risque de 

données incomplètes et/ou de données qui ne seraient que pour un seul patient ou génotype 

(en l'occurrence le phénotype 21Q/72Q) est inhérent à ce type d'étude. Cela étant, en 

intégrant la force des effets (dérégulation et gain ou perte de cibles) avec les cartes 

d’annotations fonctionnelles, et en recherchant dans les données ce qui pouvaient le plus 

directement pertinent à la différentiation neuronale et/ou ce qui pouvait être le plus novateur, 

nous avons identifié un groupe de 3 gènes qui présenterait un intérêt particulier dans la 

maintenance du pool de cellules souches neurales à partir desquels nous avons pu établir 

un modèle prédictif de régulation du cycle cellulaire et de la réponse au stress dans notre 

modèle. 

 

Figure 32 : Modèle prédictif de la répression dy cycle cellulaire par trois cibles 
directes de FOXO3 dans les cellules souches neurales MH. Dans notre étude, l’analyse 
des données RNA-seq et ChIP-seq mettrait en évidence un groupe de cibles de FOXO3 
dépendantes de Ryk (ETS2, SERTAD1, CDKN2AIP) ayant des effets convergents sur la 
régulation du cycle cellulaire par les voies p16INK4a et p14ARF. Les flèches rouges indiquent 
les effets résultants sur la signalisation et le cycle cellulaire des NSC-MH. La prédiction est 
que la reprogrammation de ces 3 cibles favoriserait la prolifération de ces cellules. 
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 Ce modèle prédictif demande à être validé, la question étant de savoir si les 

modifications entrainées par la mHTT sur les cibles de FOXO3 dans ces cellules ont un effet 

protecteur, ou pas, sur la prolifération, la sénescence ou encore la résistance au stress de 

ces cellules. Ce travail nous a permis de mettre en lumière un jeu de cibles de FOXO3 qui 

est reprogrammé lors des phases neurodéveloppementales de la maladie de Huntington. Ce 

travail montre directement que FOXO3 est impliqué dans la réponse au stress lors des 

phases très précoces de la maladie de Huntington, dans des cellules souches neurales, et 

ouvre la voie à des études fonctionnelles et physiologiques afin de comprendre le rôle de ce 

phénomène sur l’homéostase et la différenciation de ces cellules dans la maladie de 

Huntington. 
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Conclusion et perspectives 

Nous avons mis en évidence au cours de ces travaux une reprogrammation des cibles 

directes de FOXO3 dans les cellules souches neurales humaines issus d'un patient atteint 

de la maladie de Huntington. Cette reprogrammation pourrait être médiée par une altération 

du complexe β-caténine/FOXO3 par la voie Wnt/Ryk et il pourrait être facilité par un 

remodelage de la chromatine dans ces cellules. Ce travail suggère que dans les cellules 

souches neurales MH, plusieurs mécanismes cellulaires, sous contrôle de FOXO3, sont 

régulés à l'identique par ce facteur de transcription et de réponse au stress. Ce travail 

suggère aussi que la régulation de certains mécanismes sous contrôle de FOXO3 peut être 

modifiée au travers d'un changement des cibles de ce facteur de transcription. Plus 

particulièrement, ces changements de régulation concernent les mécanismes de régulation 

du cycle cellulaire en réponse au stress comme par exemple le stress oxydatif et les 

altérations de l'ADN, mécanismes qui par ailleurs sont importants pour le maintien du pool de 

cellules souches.  

 Dans la perspective de la poursuite de ce travail, plusieurs orientations peuvent être 

envisagées. Dans un premier temps, il nous faudrait poursuivre la caractérisation des cibles 

de FOXO3 que nous avons souligné par nos analyses intégratives. En effet, il serait 

fortement intéressant de tester le modèle de régulation que nous avons identifié dans les 

cellules NSC-MH et de comprendre le rôles biologique des cibles les plus fortement altérées 

dans ces cellules au travers d’études portant sur la prolifération cellulaire, la vulnérabilité au 

stress et la sénescence cellulaire.  

 Dans un second temps, il est intéressant d’étudier le rôle de ces cibles, celles qui 

sont reprogrammés au stade cellule souche, dans des neurones DARP32+ ou dans des 

neurones striataux. En effet, il serait grandement intéressant de savoir si certains des 

mécanismes sous le contrôle de FOXO3 dans les cellules NSC-MH, le sont toujours dans le 

cerveau adulte afin d'obtenir un modèle de régulation qui couvre tous les stades 

physiopathologiques de la maladie. 

En conclusion, ce travail ouvre la voie à une meilleure compréhension du rôle de 

FOXO3 dans la maladie de Huntington, mettant en lumière l’importance des phases 

développementales et l’importance de ce facteur de transcription dans la dynamique de la 

maladie de Huntington, dès les stades neurodéveloppementaux. Dans la mesure où 

plusieurs des cibles humaines de FOXO3 qui sont perdues ou gagnées au cours de la 

neurogenèse semblent dérégulées dans le striatum de souris Huntington adulte, et dans la 

mesure où nous montrons aussi que FOXO3 a des effets neuroprotecteurs sur les neurones 
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adultes, notre étude présente un potentiel thérapeutique important pour développer des 

approches basées sur la stimulation des capacités et des mécanismes de compensation 

cellulaire ou neuronale dans la maladie de Huntington. 
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