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Introduction

Préambule

La maladie de Lesch-Nyhan (MLN) est une maladie génétique métabolique trés rare
(prévalence de 1/235 000 naissances) affectant presqu’exclusivement les garcons dés
leur plus jeune age. Ce syndrome est dii a des mutations récessives du géne HPRT1 sur
le chromosome X, codant pour une enzyme de la voie de recyclage des purines,
I’hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransférase (HGPRT). Le déficit de cette
enzyme entraine un retard du développement de l'enfant avec une hypotonie
généralisée. Les patients souffrent d’'un handicap moteur important avec des
mouvements anormaux (dystonie) ainsi que des troubles du comportement sous
forme d’auto-agressivité et d’automutilation compulsive. Aprés sa découverte dans les
années 60, de nombreuses études ont été menées a travers le monde afin de mieux
caractériser cette maladie et trouver de potentielles solutions thérapeutiques.
Malheureusement a ce jour, les causes exactes des symptémes neurologiques et
comportementaux associés a ce déficit en HPRT restent incomprises. La plupart des
hypothéses avancées montrent une implication des voies dopaminergiques des
ganglions de la base qui se développeraient de facon incompléte ou dégénéreraient
précocément. Pour autant, tous les traitements, associés ou non a la dopamine, sont
pour l'instant restés sans grand effet. De plus, les modeles cellulaires de la MLN utilisés
ont montré leurs limites pour faire avancer nos connaissances, et les modeles animaux
développés, tous murins, n‘ont également pas permis de reproduire toutes les
composantes de cette complexe maladie. L'un des enjeux majeurs a ce jour est donc
de développer de nouveaux outils et de nouveaux modeles, dans le but de faire
progresser notre compréhension des causes exactes des troubles
neurocomportementaux de la MLN. C’est dans ce cadre que s’inscrit mon projet de
thése, qui se propose d’étudier les mécanismes pathogéniques de la MLN en lien
avec le systeme dopaminergique en utilisant les avantages de I'organisme modéle

Drosophila melanogaster.
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L'introduction de cette thése traitera tout d’abord de I'état de I'art du systeme
dopaminergique puis purinergique des mammiferes, et se concentrera ensuite sur la
maladie de Lesch-Nyhan chez 'Homme, ainsi que les modéles de cette pathologie
utilisés a ce jour. Enfin, la derniere partie présentera le modele drosophile et les
connaissances actuelles des systémes dopaminergiques et purinergiques chez cet

organisme.

A. Le systeme dopaminergique de mammiféres

1. Historique de la découverte de la dopamine

L’historique qui suit de la découverte de la dopamine (DA) et de ses fonctions
physiologiques est principalement tiré des récits du biochimiste autrichien Oleh

Hornykiewicz (Hornykiewicz, 1986 et Hornykiewicz, 2002b).

La DA fut synthétisée pour la premiere fois en 1910 par deux chercheurs anglais,
George Barger et James Ewens. Au méme moment, Henry Dale, neuroscientifique
britannique, démontra une activité biologique de cette molécule, la classant comme
une substance mimant I'adrénaline. Ce fut également ce méme chercheur qui proposa
en 1952 de donner le nom de dopamine a ce composé chimique jusqu’alors nommé
3,4-dihydroxyphényléthylamine ou 3-hydroxytyramine. Il aura fallu attendre presque
30 ans aprés sa découverte pour que de nouvelles connaissances apparaissent. En
1938, le pharmacologiste allemand Peter Holtz mis en évidence I'enzyme DOPA
décarboxylase (DDC, aussi appelée acide L-aminé aromatique décarboxylase - AADC)
dans un tissu rénal de mammiféres et montra qu’elle induit la production de DA a
partir de Levodopa (L-DOPA ou L-3,4-di-hydroxyphénylalanine). Cette découverte
cruciale permis un an plus tard a Hermann Blaschko, biochimiste allemand, de
proposer le premier role physiologique de la DA dans la voie de biosynthése des
catécholamines, en tant qu’intermédiaire dans la formation de la noradrénaline et de

I’adrénaline.
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De nouvelles découvertes dans les années 50 montrant la présence de petites
quantités de DA dans des tissus périphériques, notamment le cceur et la glande
médullo-surrénale, donnérent a Blaschko I'idée que celle-ci pourrait avoir un réle plus
important que celui seul d’intermédiaire métabolique. C’est alors que ce dernier
proposa au Dr. Hornykiewicz de collaborer pour étudier la possibilité que la DA ait son
propre role physiologique dans le corps. Ils se basérent notamment sur une étude de
Peter Holtz de 1942 ou celui-ci trouva chez le lapin et le cochon d’inde que la DA avait
un effet opposé a celui de I'adrénaline sur la pression artérielle, suggérant des réles
différents de ces deux catécholamines. Bien que Holtz rejetat cette possibilité, les
travaux d’Hornykiewicz démontrérent que la DA pouvait avoir ses propres fonctions,
indépendamment de I'adrénaline et de la noradrénaline. Tout s’accéléra alors: en
1957, Kathleen Montagu, puis un an plus tard Arvid Carlsson, observerent la présence
de DA dans le cerveau de mammiféres. En 1959, Bertler et Rosengren en Suéde et
Sano au Japon publierent simultanément leurs travaux montrant la présence de DA
dans le striatum de cerveaux canins et humains, région ou la noradrénaline est
presque totalement absente. lls en conclurent alors que la DA aurait un rdéle important
dans la fonction du striatum, constituant majeur des ganglions de la base et centre du

contréle moteur extrapyramidal.

De nombreuses études durant le demi-siecle suivant ont permis d’approfondir nos
connaissances du systeme dopaminergique (DAergique) de mammiféres, notamment
sa distribution dans le cerveau, ses voies de synthése et de dégradation, ses
récepteurs, ses roles neurophysiologiques et son implication dans des pathologies

humaines. Celles-ci seront exposées ci-apreés.

2. Anatomie et fonction du systéme dopaminergique central

Les neurones dopaminergiques (nDA) représentent environ 1% de la population totale
de neurones dans le cerveau. lls sont localisés dans 9 groupes cellulaires distincts

distribués dans le diencéphale, le mésencéphale, le bulbe olfactif et la rétine (Figure 1).
5
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Environ 75% des nDA (400000 a 600000 chez I'Homme) proviennent du
mésencéphale ventral et donnent naissance a trois aires distinctes nommeées A8 (aire
rétrorubrale), A9 (substance noire, SN) et A10 (aire tegmentale ventrale, ATV) (Hegarty

etal., 2013).

Cortex

Striatum

TRENDS in Neurosciences

Figure 1 : Distribution des neurones dopaminergiques dans le cerveau adulte de rat

Les nDA du cerveau adulte de mammiféres sont localisés dans 9 aires distinctes (A8 a A16), allant du
mésencéphale au bulbe olfactif. Les fleches représentent les principales projections DAergiques.
(Bjorklund & Dunnett, 2007).

Les neurones de ces trois aires envoient leurs projections axonales par trois voies bien
distinctes, impliquées chacune dans des fonctions différentes (Klein et al, 2019)
(Figure 2) :

- la voie méso-corticale, connue pour influencer I'attention, I'apprentissage et
la mémorisation, correspond a la projection des nDA de I'ATV (A10) vers le cortex
préfrontal.

- la voie méso-limbique, impliquée dans la motivation, les émotions et le
systéme de récompense, correspond a la projection des nDA de I’ATV (A10) vers le
noyau accumbens, I'amygdale, le septum et le cortex pyriforme.

- la voie nigro-striatale, impliquée dans le contréle moteur volontaire,
correspond a la projection des nDA de la SN pars compacta (SNpc) (A9) vers le

striatum.
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Une quatrieme voie participant au contréle hormonal et nommée voie tubéro-

infundibulaire est formée par la projection des nDA depuis I'hypothalamus vers

I’hypophyse.

Hypothalamus M

®—>» Mesocortical pathway

®—> Mesolimbic pathway
Nigrostriatal pathway

®—> Tuberoinfundibular pathway

Figure 2 : Distribution des 4 voies dopaminergiques dans le cerveau humain

Les nDA projettent leurs axones depuis I'aire tegmentale ventrale (VTA) vers le cortex via la voie méso-
corticale (en bleu) et vers le noyau accumbens (NAc) via la voie méso-limbique (en rouge). La voie nigro-
striatale (en jaune) correspond a la projection des nDA depuis la substance noire (SN) vers le striatum.
La projection des nDA depuis I’hypothalamus vers I'hypophyse forme la voie tubéro-infundibulaire (en
vert) (Klein et al., 2019).

La voie nigro-striatale a été longuement étudiée étant donné son implication dans une
des maladies neurodégénératives les plus fréquentes dans le monde, la maladie de
Parkinson (MP). Cette voie implique une structure sous-corticale nommée ganglion de
la base (ou noyaux gris centraux). Cette structure est composée de plusieurs aires : le
striatum subdivisé en 2 régions, le noyau caudé et le putamen, le globus pallidus
interne et externe (GPi et GPe), le noyau sous-thalamique, et la substance noire ou
locus niger, divisée en 2 sous-parties, la pars compacta (SNpc) et la pars reticulata

(SNpr) (Balint et al., 2018) (Figure 3a).
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Les ganglions de la base forment des boucles communiquant vers le thalamus et le
cortex, la plus connue étant celle permettant de contréler le mouvement (Figure 3b).
La communication cortico-striatale se fait par deux voies principales prenant naissance
dans le striatum : la voie directe et la voie indirecte. La stimulation de la voie directe
inhibe les neurones GABAergiques (acide gamma-aminobutyrique) du GPi et de la
SNpr, qui levent alors leur inhibition des neurones glutamatergiques du thalamus et
facilite ainsi le mouvement. La voie indirecte implique deux structures relais, le GPe et
le noyau sous-thalamique. La stimulation de cette voie induit a I'inverse une excitation
des neurones GABAergiques du GPi et de la SNpr, ce qui inhibe les neurones
glutamatergiques du thalamus, réduisant ainsi I'activité motrice. Les neurones
GABAergiques striataux émettant vers le GPi expriment des récepteurs DAergiques de
type D1 alors que ceux projetant vers le GPe possédent des récepteurs DAergiques de
type D;. En ciblant ces différents récepteurs, la DA peut stimuler la voie directe par ces
récepteurs D1 excitateurs et simultanément inhiber la voie indirecte par I'activation

des récepteurs D; inhibiteurs.

En parallele existe la voie hyperdirecte : le noyau sous-thalamique, région excitatrice
glutamatergique, recoit directement des projections excitatrices du cortex,

contournant ainsi le striatum.

8 — *-'-\‘-‘. r'.- [ b | Cortex
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Figure 3 : Ganglions de la base et circuits associés

8



Introduction

(a) Représentation anatomique des ganglions de la base en coupe coronale d’un cerveau humain. (b)
Voies de communications des ganglions de la base. La communication cortico-striatale induite par le GPi
et la SNpr se fait par deux voies principales, la voie directe et la voie indirecte. La voie directe implique
les neurones du GPi-SNpr-thalamus et la voie indirecte implique en plus deux structures relais, le GPe et
le STN. La voie hyperdirecte forme la connexion du cortex vers le STN-GPi-SNpr, contournant le
striatum. GABA : y-aminobutyric acid ; GPe : globus pallidus externe; GPi: globus pallidus interne;
SNpr : substance noire pars reticulata ; SNpc: substance noire pars compacta ; STN: noyau sous-
thalamique (Balint et al., 2018).

Bien que les nDA de la SN (A9) représentent seulement 3 a 5 % de la population
neuronale totale de cette région, ils jouent un réle important dans de nombreuses
fonctions neurophysiologiques, comme le contréle volontaire des mouvements mais
aussi I’humeur, I'addiction, le stress ou encore la motivation (Chinta et al., 2005). Ces
neurones, qui dégénérent progressivement dans la MP, sont particulierement
vulnérables a la mort cellulaire en comparaison aux autres populations de nDA du
mésencéphale (A8 et A10) (Alavian et al., 2008). Les différences anatomiques,
fonctionnelles et d’apparentes sensibilité de ces 3 populations résultent
vraisemblablement de différences acquises au cours du développement. Cependant,
les mécanismes moléculaires exacts régulant cette différenciation restent encore
partiellement obscures et les études se sont principalement concentrées sur les nDA

de la SN dans I'espoir de développer une approche de thérapie cellulaire pour la MP.

3. Développement des neurones dopaminergiques

Le développement des nDA du mésencéphale suit une série d’étapes régulées par
divers facteurs déterminant leur migration, leur localisation, leur spécification et leur
connectivité (Ono et al., 2007 ; Hegarty et al., 2013 ; Bissonette & Roesch, 2016). lls
proviennent de cellules neurales progénitrices localisées dans la ligne ventrale de la
plaque de plancher du tube neural. Les premieres cellules progénitrices DAergiques
sont différenciées par la sécrétion de trois protéines de signalisation, Shh (Sonic
hedgehog), Fgf8 (Fibroblast growth factor 8) et Wntl. Ces cellules migrent alors

ventralement puis latéralement vers les aires qui deviendront I’ATV et la SN. Plusieurs
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facteurs de transcription sont ensuite sélectivement exprimés et régulent la
différentiation des nDA, notamment Nurrl (Nuclear receptor related-1), Lmx1b (LIM
homeobox), Pitx3, Msx1, Otx2, NGN2 (Neurogenin 2) et En1/En2 (Engrailed). Enfin,
I'expression des protéines impliquées dans la biosynthése de dopamine et dans la
neurotransmission DAergique, notamment la TH (tyrosine hydroxylase), DDC/AADC,
DAT (transporteur de la dopamine) et VMAT2 (transporteur vésiculaire des

monoamines), permet la différentiation de ces cellules en nDA matures.

4. Neurotransmission dopaminergique
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Figure 4 : Vue d’ensemble du systéme de neurotransmission dopaminergique de mammiféres

La neurotransmission DAergique des mammiferes comprend : 1) la synthese de DA : La L-tyrosine est
transportée dans les nDA et convertit en L-DOPA par la TH, puis en DA par la DDC. 2) le stockage de DA :
la DA cytosolique est internalisée dans des vésicules synaptiques via le transporteur VMAT, grace a une
pompe H*/ATPase générant un flux de protons. 3) la libération de DA : en réponse a un potentiel
d’action et une entrée de Ca?*, la DA est libérée dans la fente synaptique. 4) recapture de la DA : la DA
est recapturée dans le neurone présynaptique par le transporteur DAT et recyclée dans les vésicules ou
éliminée. 5) signalisation DA : la DA se lie a ses récepteurs postsynaptiques (D1 a Ds) ou a ses
autorécepteurs (D2-Ds3) en position présynaptique. 6) dégradation de la DA : la DA est dégradée par la

10
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MAO ou la COMT en HVA qui est alors excrétée dans l'urine. 3-MT : 3-méthoxytyramine ; AAAT :
transporteur d’acide aminé aromatique ; COMT : catéchol-O-méthyltransférase ; DA : dopamine ; DAT :
transporteur de dopamine ; DDC : dopa décarboxylase ; DOPAC : acide 3,4-dihydroxyphénylacétique ;
HVA : acide homovanillique ; MAO : monoamine oxydase ; NET : transporteur de norépinéphrine ; TH:
tyrosine hydroxylase ; VMAT : transporteur vésiculaire des monoamines; VGCC: canaux calciques
voltage-dépendants.

4.1 Synthése de la DA

La DA est I'un des neurotransmetteurs les plus étudiés dans le cerveau, en raison de
son implication dans de nombreux troubles neurologiques et psychiatriques. Son
systeme de neurotransmission est donc bien décrit (Figure 4). La DA est une
monoamine synthétisée a partir de I'acide aminé L-tyrosine, qui peut provenir du bol
alimentaire ou étre synthétisée de fagon endogéne par le foie a partir de la L-
phénylalanine par la phénylalanine hydroxylase. Elle est alors transportée activement
dans le cerveau pour étre utilisée par les nDA (Fernstrom & Fernstrom, 2007). La
tyrosine hydroxylase (TH), enzyme limitante de la voie de synthése de DA, convertit la
tyrosine en L-DOPA en utilisant la tétrahydrobioptérine (BH4) comme cofacteur de la
réaction (Nagatsu et al., 1964). La L-DOPA est ensuite transformée en DA par la DDC,
utilisant le phosphate de pyridoxal (PLP) comme cofacteur. A noter que cette derniére
enzyme permet également de convertir le 5-hydroxytryptophane en sérotonine

(Christenson et al., 1972).

En périphérie, la DA est aussi synthétisée a partir de tyrosine par une autre enzyme, la

tyrosinase, exprimée dans les mélanocytes et permettant la biosynthése de mélanine.

4.2 Stockage de la DA

Une fois synthétisée dans les nDA, la DA est rapidement internalisée dans des vésicules
synaptiques via le transporteur vésiculaire des monoamines 2 (VMAT2) jusqu’a sa
libération par exocytose dans la fente synaptique. Cette internalisation dans

I’environnement acide des vésicules est importante pour la stabilisation de la DA afin

11
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d’éviter son oxydation qui serait toxique pour les neurones (Guillot & Miller, 2009).
Une ATPase a protons vacuolaire (V-ATPase) utilisant I’énergie libérée par I’hydrolyse
d’ATP génére une entrée de protons dans le lumen de la vésicule. Le transporteur
VMAT?2 utilise ce gradient de pH pour faire sortir 2 protons et simultanément faire
entrer la DA (Figure 4). Une seule vésicule a une capacité de stockage supposée de plus

de 20 000 molécules (Chaudhry et al., 2008).

4.3 Libération et dégradation de la DA

La libération de DA depuis les axones mais aussi les dendrites des nDA striataux est
régulée par des canaux calciques voltage-dépendants (Cheramy et al., 1981, Phillips &
Stamford, 2000, Sulzer et al., 2016). La DA est donc libérée en réponse a un potentiel
d’action et une entrée de Ca®* dans le neurone. Une fois dans la fente synaptique, elle
peut activer différents types de récepteurs DAergiques qui seront décrits dans la sous-

section suivante.

La DA est enfin recyclée ou dégradée. Sa recapture au sein des neurones
présynaptiques pour une future utilisation est effectuée par le transporteur de
dopamine (DAT) (Nirenberg et al., 1997 ; Uhl, 2003). Deux enzymes principales sont
impliquées dans sa dégradation, la monoamine oxydase (MAO) et la catéchol-O-
méthyltransférase (COMT), présentes dans les neurones pré et postsynaptiques,
respectivement (Eisenhofer et al., 2004). La MADO, située sur la membrane externe des
mitochondries, convertit la DA en 3,4-dihydroxyphénylacétaldéhyde (DOPAL) qui est
aussitot transformé en acide 3,4-dihydroxyphénylacétique (DOPAC) par I'aldéhyde
déshydrogénase (ALDH). Quant a la COMT, elle peut dégrader le DOPAC en acide
homovanillique (HVA) mais aussi directement la DA en 3-méthoxytyramine, qui sera
ensuite convertie en HVA puis excrétée dans les urines. De plus, la présence
astrocytaire de ces deux enzymes suggére que la recapture de la DA au niveau glial
joue un role important dans la régulation de la concentration extracellulaire de cette

monoamine (Takeda et al., 2002 ; Jennings & Rusakov, 2016). Bien que le transporteur

12
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DAergique DAT soit présent également a la membrane des astrocytes, il semblerait
que la recapture de la DA a ce niveau s’effectue via un autre transporteur de
monoamine, le transporteur de norépinephrine (= noradrénaline) NET (Takeda et al.,
2002). En effet, ces catécholamines sont des molécules tres proches, et la DA peut
aussi étre convertie en noradrénaline, puis en adrénaline par la dopamine -
hydroxylase et la phénylétholamine N-méthyltransférase, respectivement, dans les

neurones noradrénergiques et adrénergiques.

5. Récepteurs dopaminergiques

Les récepteurs dopaminergiques (rDA) appartiennent a la famille de récepteurs
couplés aux protéines G (GPCR) (Figure 5). On distingue 5 sous-types de rDA chez les
Vertébrés, divisés en 2 grandes familles selon leurs structures et leurs propriétés
pharmacologiques (Missale et al., 1998) :

- les récepteurs de type D1 incluant les récepteurs D; et Ds, ont une structure
caractérisée par une troisieme boucle cytoplasmique courte et une longue queue C-
terminale. lls stimulent la production d’AMPc (adénosine monophosphate cyclique)
par |'activation des sous-unités Gs/oir des protéines G, a la membrane postsynaptique.

- les récepteurs de type D2 incluant les récepteurs Dy, D3 et D4, ont quant a eux
une troisieme boucle cytoplasmique longue et une courte queue C-terminale. lls
inhibent la production d’AMPc par I'activation des sous-unités G; et G, des protéines G,
a la membrane postsynaptique. A noter que les récepteurs D, et D3 peuvent aussi étre
présents au niveau des terminaisons nerveuses présynaptiques et sont alors qualifiés

d’autorécepteurs (Beaulieu & Gainetdinov, 2011).
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Figure 5 : Signalisation des récepteurs dopaminergiques

Les rDA de type D; ont un réle excitateur en activant 'adénylate cyclase (AC) et donc la production
d’AMPc via leur couplage avec les sous-unités Gy des protéines G. Les récepteurs de type D, ont un
réle inhibiteur en inhibant I’AC et donc la production d’AMPc via leur couplage avec les sous-unités Gj
des protéines G. La cascade de signalisation implique ensuite la protéine kinase A (PKA) pouvant
phosphoryler différentes cibles (Adapté de Ledonne & Mercuri, 2017).

Les rDA sont fortement exprimés dans le systeme nerveux central (SNC) mais on les
retrouve également en périphérie comme dans les vaisseaux sanguins, le cceur, les
reins et les glandes surrénales, ou encore la rétine (Klein et al., 2019). Au sein du SNC,
les récepteurs D1 et D, sont ceux que l'on retrouve le plus abondamment, les
récepteurs D3, Ds et Ds sont présents en plus faible quantité (Ayano et al., 2016). Les
rDA de type D1 sont principalement exprimés dans le striatum, le noyau accumbens, la
SN, le bulbe olfactif, 'amygdale et le cortex frontal. Ceux de type D, sont présents en
majorité dans le striatum, le globus pallidus externe, le core du noyau accumbens,
I'aire tegmentale ventrale, I’hypothalamus, I'amygdale, les aires corticales,
I’hypocampe et I'hypophyse (Mishra et al., 2018 ; Klein et al., 2019). Au niveau
cellulaire, il est admis que les rDA ne sont pas seulement exprimés a la surface des

neurones mais aussi au sein des astrocytes (Miyazaki et al., 2004 ; Kuric et al., 2013).
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Tableau 1 : Récapitulatif des localisations, mécanismes, fonctions et agonistes/antagonistes sélectifs des
différents récepteurs dopaminergiques (Mishra et al., 2018)

RECEPTORS D1 D5 D2

Location Striatum, nucleus Cortex, Striatum, VTA
accumbens. substantia nigra,  Olfactory bulb, cerebral
Olfactory bulb, hypothalamus cortex
amygdala
hippocampus,
substantia nigra
Hypothalamus,
frontal cortex

Type Gs-coupled Gs-coupled Gi-coupled

Mechanism Increased Adenylate Increased intracellular
intracellular level of cyclase® level of cAMP by
cAMP by activated activate adenylate
adenylate cyclase cyclase

Function Locomotion, Cognition, Locomotion, learning
learning and attention, and memory, attention,

memory, attention, decision making, sleep, reproductive

D3

Striatum, islands of

D4

Frontal cortex,

Calleja, cortex amygdala,
hypothalamus,
nucleus
accumbens

Gi-coupled Gi-coupled

Adenylate cyclasel Adenylate cyclased

Locomotion, Cogpnition, impulse

cognition, attention,

impulse control,

contral, attention,
sleep, reproductive

impulse control, motor learning, behaviour sleep, regulation of behavior
sleep, regulation of renin secretion food intake
renal function

Selective agonist SKF-38393 — Bromocriptine 7-OH-DPAT A-412997 ABT-670
SKF-81297 Pergolide Pramipexole PD-168077
Fenoldopam Cabergoline Rotigotine
(SKF-82526) Ropinirole PD-128907

Selective antagonist SCH-23380 — Haloperidol Raclopride Nafadotride GR- A-381393
SCH-39166 Sulpiride 103691 GR-218231 FAUC213 L-745870
SKF-83566 Spiperone SB-277011A L-750667

Risperidone NGB-2904 PG-01037
ABT-127

6. Pathologies associées a un dysfonctionnement du systeme
dopaminergique

La DA est tres largement connue pour son implication dans la MP, dans laquelle la
dégénérescence des nDA de la SN entraine des symptbmes moteurs tels qu’une
bradykinésie, un tremblement de repos et une rigidité musculaire (Sulzer, 2007 ; Lees
et al., 2009 ; Surmeier, 2018). C’est le Dr. Hornykiewicz en 1960 qui montra que la DA
était dramatiquement réduite dans le striatum de cerveaux parkinsoniens post-
mortem. Cette monoamine ne pouvant traverser la barriere hématoencéphalique,
I'idée lui vint d’un apport de son précurseur, la L-DOPA, ce qui fut testé cliniguement
par administration orale au méme moment par le Dr Barbeau au Canada (Barbeau,
1962 ; Hornykiewicz, 1986). La L-DOPA fut considérée par la suite comme un
traitement sr et efficace contre la MP (Carlsson, 2002 ; Hornykiewicz, 2002a), avant
de découvrir que son usage chronique entrainait de tres sérieux effets secondaires

comme des dyskinésies, des symptomes gastro-intestinaux, des insomnies voire des
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hallucinations et événements psychotiques (Foster & Hoffer, 2004 ; Fahn, 2008 ;

Nagatsu & Sawada, 2009).

La DA est impliquée dans d’autres troubles moteurs tels que la dystonie dopa-sensible,
liége par exemple a un dysfonctionnement d’enzymes de la synthése de DA (Balint et
al., 2018), le trouble du déficit de I'attention/hyperactivité associé en partie a une
hypofonction DAergique impliquant le transporteurs DAT et les récepteurs D4 et Ds
(Faraone et al., 2005 ; Genro et al., 2010) ou encore plus indirectement la maladie de

Huntington (Jakel & Maragos, 2000 ; Cyr et al., 2006).

Une diminution de la neurotransmission DAergique est connue pour entrainer des
troubles dépressifs, alors qu’une augmentation provoquerait les phases maniaques
observées dans les troubles bipolaires (Ashok et al., 2017). De méme, une élévation de
DA extracellulaire entrainant une forte stimulation des récepteurs D, est mise en cause
dans certains des symptdomes schizophréniques (Abi-Dargham et al., 2000 ; Howes et
al., 2017 ; Weinstein et al., 2017). Enfin, les addictions aux drogues (nicotine, héroine,
cocaine, méthamphétamines, opioides...), a I'alcool ou encore a la nourriture sont
connues pour étre liées a une altération des voies mésolimbiques, la plupart de ces
substances partageant la propriété d’augmenter la libération de DA dans le striatum et
le noyau accumbens (Kenny, 2011 ; Baik, 2013). Un résumé des acteurs DAergiques et
leurs implications dans des pathologies neurologiques humaines est présenté dans le

Tableau 2.

Au niveau périphérique, on sait que la DA participe a la régulation de la pression
sanguine notamment au niveau rénal (Jose et al., 2002 ; Zeng et al., 2007), et aux
fonctions cardiovasculaires (Holmes & Fowler, 1962 ; Kohli et al., 1991) et intestinales

(Dhasmana et al., 1989 ; Anlauf et al., 2003).
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Tableau 2 : Acteurs dopaminergiques et leurs implications dans des pathologies humaines (adapté de
Shen et al., 2012)

Cible dopaminergique Pathologies associées

Maladie de Parkinson
Synthése de la dopamine et TDAH

renouvellement Schizophrénie
Dystonie dopa-sensible

Dépendance a I’héroine, a la cocaine, aux
opiacés, a la nicotine

TDAH

Maladie de Parkinson
Parkinsonisme

Maladie du tremblement essentiel
Transporteur de la dopamine (DAT) Démence a corps de Lewy

Maladie d’Alzheimer

Schizophrénie

Atrophie multisystématisée
Dystonie dopa-sensible

Paralysie supranucléaire progressive
Maladie de Machado-Joseph

Récepteur dopaminergique D, Schizophrénie

Dépendance a la drogue, a la cocaine, aux
méthamphétamines, aux opiacées, a
I"alcool, aux antipsychotiques

TDAH

Parkinsonisme

Schizophrénie

Récepteur dopaminergique D,

. . Maladie de Parkinson
Transporteur vésiculaire de

. Démence a corps de Lewy
monoamine 2 (VMAT2)

Maladie d’Alzheimer
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B. Le systeme purinergique de ’'Homme

Les purines sont des molécules azotées hétérocycliques composées d’'un cycle
pyrimidine accolé a un cycle imidazole. Les deux purines les plus connues sont
I'adénine et la guanine, constituants de I’ADN se liant a leurs pyrimidines respectives,
la thymine et la cytosine. La xanthine, I’hypoxanthine et I'acide urique sont également
des purines, impliquées dans les voies de recyclage et de dégradation. Par extension,
on entend plus communément dans le terme « purine » les composés a bases
puriques, tels que les nucléosides (adénosine, inosine et guanosine) auxquels un
pentose a été ajouté, et les nucléotides (AMP : adénosine monophosphate ; IMP :
inosine monophosphate ; et GMP : guanosine monophosphate) possédant un pentose

et un phosphate supplémentaire.

Les purines sont utilisées par toutes les cellules du corps pour de nombreux processus
biologiques essentiels. Elles peuvent étre produites au sein de |'organisme par la
dégradation des acides nucléiques et nucléotides, ou peuvent étre apportées par
I'alimentation. Les aliments riches en purines sont par exemple la levure de biere, le
thé, le cacao, les abats (ris de veau, cervelle, foie), certains poissons (hareng,
maquereau, sardines, thon, anchois), la viande rouge, les légumineuses (lentilles,

feves).

1. Le métabolisme des purines et ses fonctions dans I’organisme
1.1 Synthése, recyclage et catabolisme des purines

La biosynthése des composés a bases puriques peut s’effectuer par deux voies
distinctes : la voie de synthése de novo a partir de petites molécules précurseurs, et la
voie de recyclage, ou sauvetage, qui permet a la cellule d’incorporer directement des

purines préformées (Figure 6). Toutes ces réactions ont lieu au sein du cytosol des
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cellules. Les explications suivantes sont tirées en partie du Chapitre « Nucleotide

Metabolism » de Bhagavan & Ha (2015).

e ribose-5-P
[~ Synthese + PRPPS

( ]
N\ e novo A= pRpp

== PRAT
1
1
ADN SAICAR ADN
t -l- ADSL t
dGTTP A?N g dx}TP A?N
dGDP GTP + AT dADP ATP
\ / FAICAR \ /
GDP ATic ADP
n GMPS IMPD ADSS_, s-amp Uyt “ Recyclage

GMP «—f— xvip —f—; Imp : AMP

5-Nu + + 5'-Nu AMPD 5 ++ ADK
HGPRT

guanosine inosine —l adénosine APRT
PNP * * PNP ADA
guanine PRPP hypoxanthine adénine PRER

\I\ + X0
xanthine
S

acide urique

Figure 6 : Métabolisme des purines de I'Homme

Le métabolisme des purines comprend 3 grandes voies: la voie de synthése de novo, la voie de
recyclage et la voie de dégradation. 5'-Nu: 5 nucléotidase; ADA: adénosine désaminase; ADK:
adénosine kinase; ADN: acide désoxyribonucléique; ADP: adénosine diphosphate; ADSL:
adénylosuccinate lyase ; ADSS: adénylosuccinate synthétase; AICAR: aminoimidazole carboxamide
ribonucléotide ; AMP : adénosine monophosphate; AMPD: AMP désaminase ; APRT: adénine
phosphoribosyltransférase; ARN: acide ribonucléique; ATIC: 5-aminoimidazole-4-carboxamide
ribonucleotide formyltransferase/IMP cyclohydrolase ; ATP: adénosine triphosphate; d: désoxy-;
FAICAR : 5-formamidoimidazole-4-carboxamide ribonucléotide ; GDA: guanine désaminase; GDP:
guanosine diphosphate ; GMP : guanosine monophosphate ; GMPS : GMP synthase ; GTP : guanosine tri-
phosphate ; HGPRT : hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransférase ; IMP : inosine monophosphate ;
IMPD : IMP déshydrogénase ; PNP : purine nucléoside phosphorylase ; PRAT :
phosphoribosylamidotransférase ; PRPP : phosphoribosylpyrophosphate ; PRPPS: PRPP synthétase ;
SAICAR : succinylaminoimidazole carboxamide riboside ; S-AMP : succinyl-AMP ; XMP : xanthosine
monophosphate ; XO : xanthine oxydase (Adapté de Ceballos-Picot & Jinnah, 2016).
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e La synthese de novo des purines

La synthése de novo correspond a une série de 11 réactions biochimiques menant a la
formation d’inosine monophosphate (IMP) a partir de ribose 5-phosphate (ribose 5-P).
Une grande variété de sources est utilisée afin de former le cycle purique, a savoir la
glycine, la glutamine, I'acide formique, l'aspartate et le dioxyde de carbone.
L'intermédiaire  clé de la biosynthese des nucléotides  est le
phosphoribosylpyrophosphate (PRPP) catalysé par la PRPP-synthétase (PRPPS) a partir
de ribose 5-P (Remy et al., 1955). Des niveaux intracellulaires élevés de PRPP
entrainent une suractivation de la synthése de novo. La
phosphoribosylamidotransférase (PRAT), seconde enzyme de cette voie intervenant
dans la conversion du PRPP en phosphoribosylamine (PRA), est I’enzyme limitante.
Une fois I'IMP formé, il est trés rapidement transformé en AMP ou GMP, eux-mémes
pouvant alors étre convertis dans leur formes di- ou triphosphates respectives selon

les besoins de la cellule.

La biosynthese des purines est finement régulée par les deux enzymes allostériques
PRPPS et PRAT, qui sont inhibées par un rétrocontrole négatif des nucléotides formés
(AMP et GMP). Un complexe multienzymatique formé de 6 enzymes de la synthese de
novo et nommé purinosome peut également se former prés des mitochondries lors
d’une demande importante en purines et ainsi accélérer leur synthese (Zhao et al.,

2013 ; Pedley & Benkovic, 2017).

La synthése de novo est particulierement active dans le foie et les muscles

squelettiques (Zhao et al., 2013).

e Lavoie de recyclage, ou sauvetage, des purines

La voie de synthése de novo est trés énergivore: pour un nucléotide formé, 6
molécules d’ATP sont nécessaires. C'est pourquoi il existe une seconde voie moins

coliteuse sur le plan énergétique (2 ATP), appelée voie de recyclage (ou sauvetage) des
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purines. Celle-ci réutilise les bases puriques préformées par la voie de synthése de
novo ou apportées par l'alimentation pour les retransformer en leur nucléotides
respectifs. Deux enzymes majeures jouent ce roéle, I’hypoxanthine-guanine
phosphoribosyltransférase (HGPRT) qui recycle I’hypoxanthine et la guanine en IMP et
GMP, respectivement, et I'adénine phosphoribosyltransférase (APRT) qui recycle
I'adénine en AMP (Williams & Buchanan, 1953 ; Korn et al., 1955 ; Kornberg et al.,
1955). Ces réactions nécessitent le méme co-substrat, le PRPP, afin de transférer un

groupement ribose-1-phosphate a la base purique (Remy et al., 1955).

Il est important de noter que chez 'Homme il n’y a pas de production endogéne de
I’adénine via la dégradation de I’AMP/adénosine, contrairement a la guanine et a
I’hypoxanthine qui peuvent étre formées a partir de leurs nucléosides respectifs sous
I'action des purines nucléosides phosphorylases (PNP) afin d’étre ensuite dégradées
sous forme d’acide urique (Figure 6) (Fox et al. 1977 ; Bhagavan & Ha, 2015). L'apport
d’adénine se fait donc seulement par le bol alimentaire. Une seconde différence entre
ces purines est que I'adénosine kinase (AK) qui transforme I'adénosine en AMP est
largement exprimée chez 'Homme alors que l’existence d’une inosine ou d’une
guanosine kinase n’a jamais pu étre mise en évidence pour faire de méme avec ces
nucléosides (Friedmann et al., 1969). Il semblerait que seules les bactéries possédent
ces deux kinases et puissent donc convertir I'inosine et la guanosine en IMP et GMP,

respectivement (Kawasaki et al., 2000 ; Nyhan, 2014).

La voie de recyclage des purines est prédominante dans les tissus a forte demande

énergétique comme le cceur et le cerveau (Ipata, 2011 ; Johnson et al., 2019).

e Le catabolisme des purines

Les purines sont dégradées sous forme d’acide urique, molécule tres insoluble dans
I’eau dont deux tiers sont excrétés par les reins et les voies urinaires, et un tiers par le

tube digestif. Le processus de catabolisme requiere d’abord [|'action des 5’-
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nucléotidases (5'-Nu) qui hydrolysent les nucléotides en nucléosides (Figure 6).
L'adénosine est convertie en inosine par I'adénosine désaminase (ADA), tandis que
I'inosine et la guanosine sont transformées en hypoxanthine et guanine par les PNP.
Ces deux derniéres purines sont dégradées en xanthine par la xanthine oxydase (XO) et
la guanine désaminase (GDA), respectivement. La XO catalyse également la derniére
étape permettant la conversion de xanthine en acide urique, réaction qui libere

également un composé oxydant, le peroxyde d’hydrogene (H,0,).

A I’exception de certains primates et I’'Homme, les autres mammiféres sont capables
de convertir I'acide urique en allantoine grace a I'urate oxydase présente dans le foie
(Varela-Echavarria et al., 1988; Alvarez-Lario & Macarrén-Vicente, 2010). Le
métabolisme des purines est conservé chez la levure (Daignan-Fornier & Pinson, 2019),

C. elegans (Marsac et al., 2019) ou encore chez les plantes (Moffatt & Ashihara, 2002).

1.2 Fonctions du métabolisme des purines

Le métabolisme des purines est impliqué dans de nombreuses fonctions variées et
vitales (Jinnah et al., 2013) :

- elles sont I’élément de base des acides nucléiques, et participent de ce fait a la
synthése et a la réparation des molécules d’ARN et d’ADN.

- elles permettent la formation des molécules d’ATP, essentielles au
métabolisme énergétique cellulaire et requises dans de nombreuses réactions
enzymatiques.

- elles sont la base de coenzymes et de cofacteurs essentiels a de nombreuses
réactions biochimiques comme la flavine adénine dinucléotide (FAD), le nicotinamide
adénine dinucléotide (NAD) et la tétrahydrobioptérine (BHa4).

- elles sont impliquées dans la transduction du signal intracellulaire via les
molécules cycliques AMPc et GMPc.

- elles sont également les composants de certains alcaloides comme la caféine,

la théobromine et la théophylline.
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Certaines purines ont des roles plus spécifiques dans le SNC, comme |'adénosine qui
agit en tant que neuromodulateur et régule I'activité de plusieurs neurotransmetteurs
(Abbracchio et al., 2009 ; Sachdeva & Gupta, 2013). L'adénosine et la guanosine sont
également connues pour étre des agents trophiques (Rathbone et al., 1999). De larges
guantités de ces deux nucléosides sont par exemple libérées extracellulairement apres
une ischémie ou un traumatisme. L’acide urique est aussi un composé antioxydant
puissant ayant des capacités neuroprotectrices contre certaines maladies
neurodégénératives comme la MP et la sclérose en plaques (Cutler et al., 2015 ; Crotty

etal., 2017).

Plus récemment, il a été montré un role des purines dans le contréle de certaines
étapes cruciales du développement fétal et embryonnaire (Fumagalli et al., 2017). Par
exemple, I'activation des récepteurs purinergiques, exprimés par les cellules souches
neurales, régule finement la prolifération des cellules, leur différentiation en neurones

ou en cellules gliales, et leur positionnement correct.

1.3 Récepteurs et transporteurs membranaires associés au métabolisme des purines

Les récepteurs purinergiques font partis des récepteurs les plus abondants dans
I'organisme. llIs ont été identifiés par Burnstock et ses collegues en 1976 et classés par
la suite en différents groupes selon leur profil pharmacologique (Burnstock, 1976 ;
Rathbone et al, 1999): les récepteurs P1 ou récepteurs de l'adénosine, et les
récepteurs P2 stimulés principalement par 'ATP et subdivisés en 2, les récepteurs P2X
et P2Y (Figure 7). lls sont exprimés principalement au sein des neurones et des cellules
gliales (astrocytes, microglie, oligodendrocytes) et sont impliqués dans de nombreuses
fonctions, comme les processus d’apprentissage et de mémorisation, la locomotion, le
sommeil, 'apoptose, et la prolifération et la migration des cellules souches neurales

(Ulrich et al., 2012 ; Burnstock, 2013).
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Figure 7 : Récepteurs purinergiques

Les récepteurs purinergiques sont divisés en 2 groupes, les récepteurs P1 et P2. Les récepteurs P1 sont
des récepteurs métabotropiques couplés aux protéines G et liant I'ladénosine. Il en existe 4 sous-types :
A1, A3, qui inhibent I'AC, et Aza, Az qui I'activent. Les récepteurs P2 sont subdivisés en 2 sous-groupes et
lient différents nucléotides : les P2X sont des récepteurs ionotropiques s’ouvrant en réponse a I’ATP et
les P2Y sont des récepteurs métabotropiques stimulés par I’ATP-ADP et I'UTP-UDP. Suivant les différents
sous-types, ils peuvent activer la PLC, entrainant une augmentation d’IP3 et une mobilisation du calcium
stocké, ou activer/inhiber 'AC. ADP: adénosine diphosphate; AMP : adénosine monophosphate ;
AMPc : AMP cyclique ; ATP : adénosine triphosphate ; DAG : diacylglycérol ; IP3 : inositol triphosphate ;
PLC : phospholipase C ; UDP : uridine diphosphate ; UTP : uridine triphosphate (Adapté de Abbracchio et
al., 2009 et Yang & Liang, 2012).

e Récepteurs purinergiques P1 ou récepteurs de I'adénosine

Les récepteurs P1 sont des récepteurs métabotropiques répondant a I'adénosine. 4
sous-types ont été identifiés : A1, Az, Azs, et As (Sachdeva & Gupta, 2013 ; Sheth et al.,
2014). Typiquement, les récepteurs A; et As se lient aux sous-unités Gi,, des protéines
G et inhibent la production d’AMPc, tandis que les récepteurs Aza et Azg la stimulent
via la sous-unité Gs/oir. Chaque sous-type est exprimé a plus ou moins grande intensité
dans différents tissus : les AiR sont largement distribués dans le cortex, |I’"hippocampe,

le cerebellum et les ganglions de la base, les A2aR ont une expression plus restreinte
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dans le striatum et le bulbe olfactif, les AzsR sont plutét présents dans l'intestin, le
colon, la vessie, les poumons, et moins fortement dans le cerveau comme les AsR que
I'on retrouve en faible intensité dans I'hippocampe et le cerebellum. L’activation de
ces récepteurs module notamment la libération de neurotransmetteurs tels que le
glutamate, I'acétylcholine, la sérotonine, le GABA et la dopamine. lls sont de ce fait
impliqués dans de nombreux processus moteurs et cognitifs comme I'apprentissage et
la mémoire, le sommeil, I'anxiété, la dépression, |'épilepsie et I'addiction aux drogues
(Soliman et al., 2018). Ainsi, leur implication dans des pathologies neurodégénératives
telles que la MP (Nazario et al., 2017 ; Fathalla et al., 2017), la maladie d’Alzheimer
(Laurent et al., 2014 ; Faivre et al., 2018 ; Cellai et al., 2018) et la maladie de
Huntington (Blum et al., 2003 ; Popoli et al., 2007 ; Blum et al., 2018) a été beaucoup

étudiée.

e Récepteurs purinergiques P2

Les récepteurs P2 sont divisés en 2 sous-groupes en fonction de leur structure et leur
mécanisme d’action : les récepteurs P2X et P2Y (Abbracchio, 1994 ; Abbracchio et al.,

2009 ; Sperlagh et al., 2007).

Les récepteurs P2X sont des récepteurs ionotropiques qui ouvrent leur canal en
réponse a la liaison de molécules d’ATP. Leurs pores sont perméables aux ions Na*, K*
et Ca%*. Ce sont des triméres formés de sous-unités encodées par 7 génes distincts
(P2X1-7) ce qui permet une grande diversité de récepteurs P2X suivant leurs sous-
unités d’assemblage. lls sont retrouvés dans les neurones pré et post-synaptiques et
dans les cellules gliales. Durant une activité synaptique, la libération d’ATP par les
neurones ou les cellules gliales stimule ces récepteurs, ce qui déclenche une entrée de
Ca?* dans I'espace intracellulaire. Linflux calcigue médié par les récepteurs P2X en
présynaptique permet par exemple la régulation de libération de neurotransmetteurs.
Les P2X post-synaptiques peuvent eux interagir directement avec des récepteurs

ionotropiques comme les récepteurs GABAx et NMDA (N-méthyl-D-aspartate).
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Les récepteurs P2Y sont des récepteurs métabotropiques couplés aux protéines G,
stimulés principalement par I’ATP, ’ADP, I'UTP (uridine triphosphate) et I'UDP (uridine
diphosphate). 2 sous-groupes sont référencés, les P2Y1.2.46.11 et les P2Y1213.14. Les
récepteurs du premier groupe utilisent la sous-unité Gq pour activer la phospholipase C
qui a pour conséquence d’augmenter I'inositol triphosphate (IP3) et le Ca?*, tandis que
les récepteurs du second groupe se couplent a la sous-unité Gj, qui inhibe I'adénylate
cyclase (AC) et donc ’AMPc. Le P2Y11 a a l'inverse la capacité d’augmenter I'activité de

I’AC.

e Transporteurs de nucléosides puriques

Deux types de transporteurs sont capables d'importer ou exporter des nucléosides
puriques entre les espaces intra et extracellulaires : les ENTs (Equilibrative nucleoside

transporters) et les CNTs (Concentrative nucleoside transporters).

Les ENTs sont des transporteurs ubiquitaires bidirectionnels passifs qui font passer les
nucléosides a travers la membrane plasmique selon leur gradient de concentration
(Podgorska et al., 2005 ; Boswell-Casteel & Hays, 2017 ; Pastor-Anglada & Pérez-
Torras, 2018). Il existe 4 isoformes de I'ENT chez I’'Homme (ENT1-4), ENT1 et ENT2
étant les plus exprimés dans le cerveau. Ces transporteurs présentent une plus forte
affinité a l'adénosine et ont été de ce fait beaucoup étudiés. En conditions
physiologiques, la concentration en adénosine intracellulaire étant tres faible, les ENTs
capturent rapidement I'adénosine extracellulaire dans les terminaisons nerveuses ou
elle est convertie aussitét en AMP ou en inosine pour maintenir le gradient de
concentration. Cependant, sous certaines circonstances de stress métaboliques
comme une hypoxie ou une ischémie, les ENTs peuvent agir en sens inverse et
relarguer d’importantes quantités d’adénosine dans I'espace extracellulaire (Sperlagh
& Vizi, 2011). A noter que I'adénosine est le plus souvent libérée indirectement dans

I’espace extracellulaire sous forme d’ATP, rapidement décomposé en adénosine par
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I'action des ectonucléotidases, mais elle peut aussi étre libérée directement, bien que

le mécanisme exact reste pour I'instant mal compris (Nguyen & Venton, 2015).

Les CNTs sont des transporteurs unidirectionnels actifs dépendants du sodium
transportant les nucléosides contre leur gradient de concentration (Gray et al., 2004 ;
Podgorska et al., 2005 ; Pastor-Anglada & Pérez-Torras, 2018). A I'inverse des ENTs, ils
sont plus sélectifs et montrent une plus grande affinité pour leurs substrats respectifs.
3 sous-types ont été décrits (CNT1-3) mais seuls les CNT2 et CNT3 transportent des
nucléosides puriques (adénosine et uridine), en les important dans ['espace
intracellulaire. Les CNTs sont particulierement présents dans le foie, le rein, l'intestin,
les cellules immunitaires et le cerveau mais principalement au niveau de la barriere

hémato-encéphalique.

2. Interactions entre les systéemes purinergique et dopaminergique

2.1 Interactions entre les récepteurs de I’ladénosine et de la dopamine

Comme mentionné dans la partie précédente, les récepteurs de I'adénosine de type A;
et Aa sont particulierement enrichis dans le striatum, et une grande majorité se
retrouvent notamment dans une sous-population de neurones, les neurones
GABAergiques épineux, exprimant également les récepteurs DAergiques D1 ou D3
(Schiffmann & Vanderhaeghen, 1995 ; Fuxe et al., 2010). Ceci n’est pas un hasard car
de nombreuses études ont en effet démontré des interactions antagonistes entre les
récepteurs adénosinergiques et DAergiques chez les mammiféres (Ferré et al., 1997 ;
Franco et al., 2000; Kim & Palmiter, 2008). Ces interactions seraient notamment
impliquées dans plusieurs pathologies comme la MP, la schizophrénie et I'addiction
aux drogues (Fuxe et al.,, 2010; Borroto-Escuela et al., 2016; Pinna et al., 2018 ;

Borroto-Escuela & Fuxe, 2019).
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Des analyses in vitro ont permis de mettre en évidence que les récepteurs s’associent
pour former des hétéromeéres (A; avec D1 et Aya avec D3). L'activation du récepteur de
I’adénosine induit une diminution de I'affinité du récepteur DAergique pour son ligand,
modulant ainsi la signalisation secondaire. Une régulation peut aussi avoir lieu au
niveau de I'AC, régulée dans des sens contraires par ces deux récepteurs. Par exemple
dans le cas des interactions A;-D1, la présence d’un agoniste a I'adénosine entraine une
diminution de la production d’AMPc induite par la signalisation du récepteur D, et a
I'inverse la présence d’un antagoniste se fixant au récepteur A1 potentialise la réponse
en AMPc ayant lieu aprés activation des récepteurs D1 (Ferré et al., 1998). Ces
hétéromeres sont ainsi connus pour moduler I'excitabilité des neurones GABAergiques

striato-pallidaux (Figure 8).

cAMP

y

PKA

'

Signal amplification

Figure 8 : Représentation schématique d’un hétéromere A,a-D,

Les neurones épineux striato-pallidaux coexpriment les récepteurs A;a et D, a la leur membrane, qui
s’associent et forment un hétéromere. La fleche noire montre I'interaction allostérique antagoniste du
récepteur Asa sur le récepteur D,. L'activation du récepteur A;a diminue la signalisation médiée par le
récepteur Dy, qui est en revanche potentialisé par 'antagonisme du récepteur A,a. Les fleches rouges et
bleues indiquent le couplage opposé des deux récepteurs avec I'adénylate cyclase (AC), ce qui explique
leurs interactions fonctionnelles opposées résultant en des modifications divergentes des niveaux
d’AMPc et de PKA (Pinna et al., 2018).
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2.2 Modulation du systeme dopaminergique par les récepteurs purinergiques

Des études ont mis en évidence un role modulateur des récepteurs adénosinergiques
Aj et Aaa sur la libération de DA dans le noyau accumbens et le striatum (Quarta et al.,
2004 ; Ciruela et al., 2006 ; Ross & Venton, 2015). Ceci serait rendu possible par les
interactions antagonistes de ces deux récepteurs sur la neurotransmission
glutamatergique, la stimulation des récepteurs A; diminuant les effets stimulateurs
des Aya sur le glutamate et inversement. Le glutamate libéré activerait ensuite ses

récepteurs NMDA pour induire un relargage de DA (Figure 9).
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Figure 9 : Modulation de la libération de glutamate et de DA par I'adénosine dans le noyau accumbens

Les interactions antagonistes fonctionnelles entre les récepteurs A; et A,a au sein des terminaisons
nerveuses glutamatergiques controlent la libération de glutamate, qui lui-méme module la libération de
DA par la stimulation de ses récepteurs NMDA localisés sur les terminaisons DAergiques. (a) En
conditions basales, I'activation des récepteurs A; par I'adénosine prédomine et masque I'effet stimulant
des récepteurs A,a. (b) Dans des conditions physiologiques avec de fortes concentrations d’adénosine,
une activation forte des récepteurs A, outrepasse |'effet inhibiteur imposé par le récepteur A,
probablement en diminuant I'affinité de I'adénosine pour ce récepteur, ce qui induit un relargage de
glutamate puis de DA via I'activation du récepteur NMDA (Quarta et al., 2004).
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Des analyses sur des synaptosomes striataux et cellules PC12 de rats ont aussi montré
que les récepteurs adénosinergiques A; régulent positivement la transcription de la TH

(Erny & Wagner, 1984 ; Onali et al., 1988 ; Gammella et al., 2010).

Enfin, de nombreuses études ont observé que l'activation des récepteurs
purinergiques P2 par I'ATP augmente le relargage de DA des neurones nigrostriataux
(Zhang et al., 1995 ; Kriigel et al., 2001 ; Sperlagh et al., 2007 ; Navarro et al., 2015).
Une récente étude montre également des interactions entre les récepteurs
purinergiques et DAergiques, le blocage des récepteurs D1 ou D; modifiant les effets

médiés par le récepteur purinergique P2X4 (Khoja et al., 2019).

2.3 Purines et maladie de Parkinson

Etant donné les liens étroits entre systémes purinergiques et DAergiques, I'implication
des purines et leurs potentielles propriétés neuroprotectrices ont logiquement été

investiguées dans la MP.

Garcia-Esparcia et collaborateurs ont exploré les possibles altérations de I'expression
de genes codant pour des enzymes du métabolisme des purines dans la SN, le
putamen et le cortex de cerveaux parkinsoniens a différents stades (Garcia-Esparcia et
al., 2015). lls ont ainsi pu établir une réduction de I'expression de I’AK (AK2-3-4), de
I’APRT et de la PNP dans la SN, ainsi qu’une augmentation de I'expression de I’ADA et
de I'AK (1-5) dans le cortex. Une autre étude a identifié une nouvelle cause génétique
de la MP par mutation du géne ADORA1 codant pour le récepteur de I'adénosine Ax
(Jaberi et al., 2016). Ce gene se trouve en fait dans le locus parkinsonien PARK16 et

pourrait donc étre le géne de susceptibilité de la MP au sein de ce locus.

L'implication potentielle de la signalisation adénosinergique dans la MP a été
largement explorée. Un knock-out (KO) du géne codant pour le récepteur Aa chez des

souris traitées a la 6-hydroxydopamine (6-OHDA), une neurotoxine ciblant
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principalement les nDA, permet de réduire les mouvements anormaux involontaires
observés apres administration de L-DOPA (Yin et al, 2017). Le blocage
pharmacologique du récepteur A,a par des antagonistes comme la caféine (inhibiteur
compétitif non sélectif) a également démontré des effets neuroprotecteurs sur la
dégénérescence des neurones de la SN, les niveaux de DA et les comportements
moteurs dans plusieurs modeles de rats de la MP (Xu et al., 2016 ; Reyhani-Rad &
Mahmoudi, 2016 ; Roshan et al., 2016 ; Fathalla et al., 2017 ; Carmo et al., 2019). Une
récente analyse métabolomique effectuée sur un modele murin MPTP
(méthylphényltétrahydropyridine) de MP a également mis en évidence une
augmentation d’hypoxanthine et d’inosine, et une diminution d’adénosine et
d’adénine dans le striatum (Huang et al., 2019). Cette méme étude montre que
I'inhibition de I’ADA (permettant une augmentation d’adénosine) protége contre la
dégénérescence des neurones DA induite par le MPTP, et qu’un effet neuroprotecteur
additif est obtenu par combinaison avec un antagoniste des récepteurs Aza. Une
diminution d’adénosine pourrait donc étre en cause ou participer a la

neurodégénérescence DAergique observé dans la MP.

De récents résultats montrent aussi que I'augmentation d’ATP par application de
pyruvate d’éthyle améliore les défauts cognitifs et moteurs chez un modéele murin
MPTP de la MP (Haga et al., 2019). Cependant, une autre étude mettait auparavant en
avant une toxicité de I'ATP et plutot un role neuroprotecteur des antagonistes des
récepteurs P2X et P2Y dans la locomotion et les concentrations de DA striatale chez
des rats traités a la 6-OHDA (Kumar et al., 2017). L'inosine et la guanosine ont aussi été
proposés comme molécules neuroprotectives dans la MP selon des résultats positifs

sur des modeles cellulaires et rongeurs (Cipriani et al., 2014 ; Marques et al., 2018).

Enfin, étant donné les propriétés anti-oxydantes de I’acide urique et les évidences de
I'implication du stress oxydatif dans la MP, I'acide urique a été proposé comme facteur
neuroprotecteur endogene contre la MP. En effet, des taux plus faibles d’acide urique

sont associés a un risque plus élevé de développer la MP et a I'inverse, mais seulement
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chez les hommes, des taux plus élevés sont associés a un risque plus faible et un
ralentissement de la progression de la MP (Cipriani et al., 2010 ; Jain et al., 2011 ;
McFarland et al, 2013; Gao et al, 2016). Un essai clinique sur 75 patients
parkinsoniens au stade encore précoce de la maladie a ainsi été lancé en administrant
de l'inosine afin d’augmenter les taux d’acide urique dans le sérum et le liquide
céphalo-rachidien (LCR) (Schwarzschild et al., 2014 ; Crotty et al., 2017 ; Chen et al.,
2018).

Ces études démontrent I'existence de liens physiologiques entre le métabolisme des

purines et le systéme DAergique, mais les mécanismes mis en jeu restent flous.

3. Maladies associées a des anomalies du métabolisme des purines

Des mutations des genes codant pour des enzymes du métabolisme des purines sont
connues pour étre associées a des pathologies neurologiques aux conséquences
souvent dramatiques (Ceballos-Picot & Jinnah, 2016). Ces pathologies, qualifiées
d’erreurs innées du métabolisme, sont cependant rares et de ce fait parfois mal
connues. Bien que les purines soient des éléments essentiels a tout I'organisme, les
manifestations cliniques observées suggerent souvent que le SNC est touché plus
séverement que les autres organes (Camici et al, 2010; linnah et al, 2013). Et
souvent, le lien moléculaire entre I'affectation métabolique et les manifestations
neurologiques est incompris. Ceci suggére qu’on ne connait encore pas bien toutes les

fonctions des purines dans I'organisme et plus particulierement dans le SNC.

Les anomalies du métabolisme des purines donnent lieu a une grande variété de
symptomes neurologiques, immunologiques, hématologiques, musculo-squelettiques
ou rénaux, la majorité du temps dés I'enfance (Jurecka, 2009 ; Balasubramaniam et al.,
2014 ; Ceballos-Picot & lJinnah, 2016). Les pathologies prévalentes de la voie de
synthése de novo affectent les enzymes PRPPS, ADSL et ATIC. Des mutations de la

PRPPS augmentant son activité entrainent une perte auditive et neurosensorielle, un

32



Introduction

retard psychomoteur a degrés variés et de la goutte. Des mutations réduisant son
activité sont liées a certains cas de syndrome de Charcot-Marie-Tooth avec une perte
auditive et neurosensorielle, une neuropathie optique et une neuropathie
sensorimotrice périphérique. Un déficit en ADSL provoque un retard psychomoteur, de
I’épilepsie, des troubles autistiques et une hypotonie. Un déficit en ATIC est quant a lui

lié a un retard mental, une cécité congénitale, une dysmorphie et de I'épilepsie.

Les troubles principaux affectant les voies de recyclage et de catabolisme des purines
sont les déficits en ADA, PNP, AMPD, ADK, APRT et HGPRT. Le déficit en ADA provoque
un déficit immunitaire combiné sévere souvent lié a des infections |étales dés la petite
enfance. Une transplantation de moelle épiniére est efficace dans 70% des cas. La
thérapie génique est également utilisée pour ce déficit mais des défauts neurologiques
persistent (retard psychomoteur, épilepsie, perte auditive). Le déficit en PNP entraine
une immunodéficience associée parfois a un retard psychomoteur et des mutations de
I’AMPD induisent une faiblesse musculaire liée a I'exercice, des douleurs musculaires
et des crampes. Enfin, le déficit en ADK provoque une encéphalopathie progressive, un

retard psychomoteur, une absence de langage, de I'épilepsie et une hypotonie.

Les manifestations cliniques associés aux mutations des deux enzymes principales du
recyclage des purines, I’APRT et I’'HGPRT sont curieusement assez différentes I'une de
I'autre. Le déficit en APRT entraine la formation de cristaux de 2,8-dihydroxyadénine
(2,8-DHA) dans l'urine provoquant des néphrolithiases (calculs rénaux) pouvant
amener a une insuffisance rénale. Cependant, ce déficit n’induit pas de manifestations
neurologiques chez 'Homme et peut étre traité par I'administration d’allopurinol ou
de febuxostat, des inhibiteurs de la XO empéchant la formation des cristaux de 2,8-
DHA, associé a un régime pauvre en purines (Takano et al., 2005 ; Bollée et al., 2010 ;
Marra et al., 2012 ; Bollée et al., 2012 ; Ceballos-Picot et al., 2019). Le déficit en
HGPRT, autrement nommé maladie de Lesch-Nyhan (MLN), induit également des
néphrolithiases, cette fois-ci dues a une accumulation d’acide urique, mais aussi des

probléemes moteurs variés (dystonie, choréoathétose) et une automutilation
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compulsive sévere associée parfois a d'autres formes d’autodestruction. La
pathogenese des troubles neurologiques est mal comprise mais semble étre associée a
une dérégulation DAergique. La description de la MLN, le tableau clinique, la
pathogenese des troubles neurocomportementaux, les tentatives de traitements et les

modeles in vitro et in vivo seront détaillés dans la partie ci-apres.
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C. La maladie de Lesch-Nyhan

1. Découverte et généralités

Septembre 1962, deux freres de 5 et 8 ans sont admis aux urgences pédiatriques de
I'Hopital Johns Hopkins, a Baltimore. lls présentent un tableau clinique trés particulier
avec des mouvements spasmodiques les empéchant de marcher, se tenir debout ou
s’asseoir sans assistance, un retard mental et développemental important et une urine
sableuse d’une couleur orangée dans leur couche. William Nyhan, alors pédiatre et
chercheur scientifique et I'un de ses étudiants en médecine, Michael Lesch, auscultent
les deux garcons et commencent des visites réguliéres. lls découvrent la présence de
cristaux d’acide urique dans les urines et une augmentation de l'uricémie ainsi que de
nouveaux signes cliniques : des mouvements anormaux de choréoathétose, une
hypertonie et une automutilation trés sévere des doigts et des lévres avec perte de
matiere. Les enfants parlent difficilement mais semblent comprendre plus gu’ils ne
peuvent communiquer. Leur comportement n’indique pas d’anesthésie sensorielle : ils
apparaissent horrifiés et crient durant les phases d’automutilation, mais sont soulagés
et rassurés lorsque des contentions permettent d’empécher leurs mouvements
compulsifs. Deux ans aprés leur rencontre avec ces deux garcons, Nyhan et Lesch
publient le premier article décrivant ce syndrome, que l'on appela par la suite la

maladie de Lesch-Nyhan (Lesch & Nyhan, 1964 ; Nyhan 1997).

Pr. William Nyhan (a gauche) et Dr. Michael Lesch (a droite)
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C’est peu de temps apres, en 1967, que J. Edwin Seegmiller et collaborateurs mirent en
évidence qu’'une enzyme du métabolisme des purines, |’hypoxanthine-guanine
phosphoribosyltransférase (HGPRT), ne fonctionnait plus chez les patients LN
(Seegmiller et al., 1967 ; Kelley et al., 1967). L’activité de cette enzyme a été mesurée
dans les érythrocytes et les cellules de peau (fibroblastes) mais aussi dans les cellules

amniotiques des malades (Shin-Buehring et al., 1980).

2. Un déficit en HGPRT

2.1 Altérations du métabolisme des purines

La découverte d’un déficit en HGPRT chez les patients LN explique logiquement la
surproduction d’acide urique observée. En effet, en absence de recyclage de
I’"hypoxanthine et de la guanine, ces deux purines s’accumulent notamment dans les
urines, le plasma et le LCR et sont éliminées sous forme d’acide urique (Harkness et al.,
1988). Deux autres mécanismes sont probablement impliqués secondairement dans
I’hyperuricémie. Des concentrations plus faibles d’ATP et de GTP ont été retrouvées
dans des lymphoblastes de patients (McCreanor et al., 1987 ; Fairbanks et al., 2002). La
production moindre de ces nucléotides entrainerait un rétrocontréle positif sur la
PRPPS, suractivant la voie de synthése de novo pour compenser le manque de
nucléotides, et donc augmentant la production d'IMP dégradé sous forme
d’hypoxanthine puis d’acide urique (Figure 10). Enfin, cette derniere voie est
probablement aussi augmentée par la biodisponibilité accrue du PRPP, étant co-
substrat de 'HGPRT et précurseur de la synthése de novo (Reem et al., 1975;
Rosenbloom et al.,, 1968 ; Fu et al.,, 2015). En effet, une étude a montré dans des
lymphoblastes de patients LN une augmentation de 3 fois de la production de purines
de novo et de 4 a 8 fois des concentrations intracellulaires de PRPP (Wood et al.,

1973).

La décision de traiter cette hyperuricémie par l'allopurinol a rapidement été prise

(Newcombe et al., 1966 ; Nyhan et al., 1969). Bien que ce médicament soit efficace
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dans le traitement de la goutte et des tophi en abaissant la concentration d’acide
urique, il n’a cependant aucun effet sur les troubles neurocomportementaux (Torres et
al., 2007 ; Jinnah et al., 2010 ; Madeo et al., 2019). Son dosage doit également étre
finement ajusté car en absence d’activité de la XO, des niveaux élevés de xanthine et
d’hypoxanthine sont retrouvés dans les urines. Des calculs de xanthine peuvent ainsi
se former et provoquer des insuffisances rénales (Ogawa et al., 1985 ; Sikora et al.,

2006 ; Torres et al., 2007).
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Figure 10 : Déficit en HGPRT et maladie de Lesch-Nyhan

L'absence d’activité HGPRT, et donc de recyclage d’hypoxanthine et de guanine en IMP et GMP,
respectivement, entraine : 1- une accumulation d’hypoxanthine et de guanine, 2- une suractivation de la
voie de synthése de novo par rétrocontrole positif des nucléotides non recyclés, 3- une biodisponibilité
augmentée du PRPP, co-substrat de 'HGPRT et de I’APRT et précurseur de la synthése de novo. Ces 3
dérégulations contribuent a la surproduction du produit de dégradation final des purines, I’acide urique.
L'allopurinol ou le febuxostat, inhibiteurs de la xanthine oxydase (XO), permettent d’en limiter sa
production.
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Le PRPP étant co-substrat non seulement de I'HGPRT mais aussi de I'APRT,
I"augmentation de sa biodisponibilité a une conséquence secondaire sur 'activité de
cette enzyme. Il a en effet été démontré dans plusieurs publications une augmentation
de I'activité APRT dans les érythrocytes, les fibroblastes, le foie, mais aussi le putamen,
le noyau caudé, le thalamus et le cortex de patients LN (Rosenbloom et al., 1967 ;

Greene et al., 1970 ; Boyle et al., 1970 ; Shin-Buehring et al., 1980 ; Lloyd et al., 1981).

D’autres dérégulations métaboliques ont également été décrites. Une analyse
métabolique sur des globules rouges de patients LN a ainsi révélé une augmentation
drastique d’AICAR mono- et triphosphate (aussi nommés ZMP et ZTP), de
nicotinamide, d’acide nicotinique et de S-AMP, et une diminution importante d’ATP

(Ceballos-Picot et al., 2015).

2.2 Epidémiologie et génétique

La découverte de signes cliniques semblables chez deux enfants d’'une méme fratrie et
semblant exclusivement masculine a tout de suite suggéré une maladie génétique liée
au chromosome X. Cette théorie fut confirmée par une étude menée au sein d’une
méme famille, ou plusieurs cas de MLN ont été décelés au sein de la descendance
(Nyhan et al., 1970). Ces travaux montrent que la mutation est transmise par la mere,
qui est hétérozygote pour la déficience de I'enzyme. Cependant, I'activité de 'HGPRT
chez les femmes hétérozygotes est en général normale dans les globules rouges en
raison d’une sélection clonale des érythrocytes non déficients au cours de

I’érythropoiese.

Les mutations sont apparues spontanément dans les familles, puis ont été transmises
selon les lois de I’hérédité. L'allele de 'HGPRT s’exprime de facon récessive. Les méres
porteuses de la mutation sont qualifiées de porteuses saines car le second
chromosome X compense la mutation de I’HPRT. Elles ont donc un risque de 50% de

transmettre I'allele muté a leur enfant. En revanche, les péres des enfants atteints ne
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sont pas porteurs de la mutation. Les méres donnant naissance a des garcons porteurs
de I'allele muté seront atteints de la MLN, n’ayant pas un second chromosome X pour
compenser. A l'inverse, les filles héritant de I'allele muté seront porteuses de la
maladie mais saines. Ainsi a chaque grossesse, les méres porteuses de la mutation ont
50% de chance d’avoir des enfants (garcon ou fille) sains, 25% de risque d’avoir une

fille porteuse de I'allele muté, et 25% de risque d’avoir un garcon atteint de la maladie.

Il existe cependant quelques cas trés rares de femme LN dus a une mutation de I’HPRT
sur le premier chromosome X actif et a une inactivation non aléatoire du second
chromosome X non muté (Ogasawara et al., 1989 ; Aral et al., 1996 ; De Gregorio et al.,

2000 ; Rinat et al., 2006).

Le gene HPRT humain, nommé par la suite HPRT1, a été décrit pour la premiére fois en
1983 (Jolly et al., 1983). D’une taille de 44kb, il est localisé sur le chromosome X dans
la région q26-27. Il est composé de 9 exons et 8 introns et encode un seul ARN
messager mature d’environ 1,6 kb. Sa séquence codante contient 654 nucléotides et
est traduite en HGPRT, une protéine de 24,6 kDa et 218 acides aminés s’assemblant
spontanément en dimére ou tétramere (Patel et al.,, 1986 ; Fu et al., 2014a). Le gene
HPRT est exprimé dans tous les tissus, a plus ou moins forte intensité (Stout & Caskey,

1985).

Avec l'essor des nouvelles technologies de séquencage, les premiéres mutations de
I’"HPRT chez les patients LN ont pu étre décrites dans les années 90 (Bouwens-
Rombouts et al., 1993). Environ toutes les mutations retrouvées sont différentes d’une
famille a I'autre et sont de tous types : insertions, délétions, substitutions et épissage
(Figure 11) (Fu & Jinnah., 2012 ; Ceballos-Picot et al., 2015 ; Madeo et al., 2019). Le
simple changement d’'un acide aminé dans la séquence du gene peut affecter la
structure tridimensionnelle de I'enzyme et conduire a une réduction ou abolition de

son activité.
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Figure 11 : Localisation des mutations sur le gene HPRT1 dans une cohorte frangaise de patients LN

Les mutations du géne HPRT1 sont tres variées et de tous types. Les encadrés jaunes correspondent aux
mutations retrouvées dans plus d’une famille. Les formes variantes HND (en bleu) et HRH (en orange)
sont détaillées dans la partie ci-aprés (Ceballos-Picot et al., 2015).

3. Présentation clinique de la maladie

3.1 Forme classique

Comme décrit précédemment chez les deux premiers enfants diagnostiqués, la MLN se
traduit par un tableau clinique sévere, caractérisé par un regroupement atypique de
symptomes (Schretlen et al., 2005 ; Jinnah et al., 2006 ; Torres & Puig 2007 ; Madeo et
al.,, 2019).

Des I'age de 3 a 6 mois, il est possible d’observer chez les nourrissons un retard
développemental caractérisé par une hypotonie (diminution du tonus musculaire) avec
une incapacité a se tenir assis sans support. Une urine sableuse et orangée visible dans
les couches est aussi un signe apparent d’une surproduction d’acide urique qui peut
donner I'alerte au pédiatre d’un possible déficit en HGPRT. L’hyperuricémie non traitée

peut mener a des crises de gouttes ou le développement de tophi (poussées
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inflammatoires dues a I'accumulation de cristaux d’acide urique dans les articulations
pour la goutte ou en sous-cutané pour le tophus) et de néphrolithiases (calculs rénaux)

pouvant conduire a une insuffisance rénale (Ankem et al., 2000 ; Petru et al., 2016).

Les mouvements involontaires apparaissent communément entre 6 et 12 mois. La
principale caractéristique du syndrome moteur est la dystonie, un trouble du tonus
musculaire entrainant des contractions involontaires prolongées se traduisant par des
mouvements et postures anormales. Elle affecte chez les LN toutes les parties du corps
et empéche donc les enfants de marcher ou se tenir debout sans soutien, ainsi que se
nourrir seuls ou saisir des objets. Une choréoathétose (mouvements de contorsion
involontaires et répétitifs), des mouvements de ballismes (projection brusque, violente
et involontaire d’'un membre) et une spasticité (contraction musculaire réflexe
exagérée provoquant une raideur persistante et des mouvements répétitifs) sont
parfois également observés. Ces troubles moteurs peuvent ne pas évoluer pendant 5-6

ans, avant d’observer une dégradation (Jinnah et al., 2006).

Une dysarthrie (trouble de I'articulation et de la parole) et une dysphagie (difficulté a
déglutir) sont souvent observées. L’élocution est retardée chez tous les patients (2-4
ans). Elle se limite a quelques mots ou de trés courtes phrases et leur compréhension
reste compliquée. La mastication et la déglutition sont laborieuses et beaucoup ont

des reflux gastro-cesophagiens avec vomissements fréquents (Jinnah et al., 2006).

Un comportement d’autodestruction conduisant a une automutilation sévere,
principalement des doigts, des lévres et de la langue, apparait entre 1 et 6 ans (Robey
et al., 2003). Il peut aussi se manifester par des coups de tétes violents, des coups de
poings dans les yeux ou par des comportements de mise en danger. Ces enfants
ressentent pourtant bien la douleur donc une perte sensorielle n’est pas mise en
cause. Ce comportement agressif peut aussi étre dirigé envers leurs proches, avec des

crachats ou un langage abusif (coprolalie). Lorsqu’ils sont maintenus par des
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contentions pour ne pas se nuire, les enfants sont habituellement calmes, joyeux et

sociables.

Des études font également part d’un retard mental léger a modéré (Anderson et al.,
1992 ; Matthews et al.,, 1999 ; Schretlen et al., 2001). Cependant ce point est assez
discuté a I'heure actuelle. En raison de leur handicap, les enfants ne sont pas
forcément scolarisés comme les enfants de leur age. De plus, la dysarthrie, les
symptomes moteurs et leur comportement autodestructeur, les poussant parfois a
refuser de répondre ou donner intentionnellement des réponses incorrectes, rendent
les mesures de quotient intellectuel difficiles (Schretlen et al., 2001). Des déficits

d’attention et de mémoire de travail ont été notés dans la majorité des cas.

D’autres symptomes peuvent étre observés comme des anémies mégaloblastiques,
des anomalies respiratoires, des épisodes épileptiques et des troubles du sommeil et
de I'humeur (van der Zee et al., 1968 ; Christy et al., 2017 ; Madeo et al., 2019). Bien
pris en charge, les patients LN peuvent vivre jusqu’a 30-40 ans mais sont généralement
fréles et décedent souvent d’infections comme de pneumonie. Un certain nombre

d’entre eux meurent aussi de fagon soudaine et inexpliquée (Neychev & Jinnah, 2006).

3.2 Formes variantes

A ce jour, plus de 300 mutations différentes du gene HPRT ont été décrites et
conduisent a une variabilité phénotypique importante chez les patients, parfois méme
au sein d’'une méme famille (Jinnah et al., 2010 ; Sampat et al., 2011 ; Ceballos-Picot et
al., 2013). Il a été établi que la sévérité clinique des symptémes est directement
corrélée a I'activité résiduelle de I'enzyme (Figure 12) (Page et al., 1981 ; Hersh et al.,

1986 ; Puig et al., 2001 ; Fu & Jinnah, 2012, Fu et al., 2014ab ; Fu et al., 2015).

Ainsi, la forme la moins sévere (HRH - HGPRT-related hyperuricemia), correspondant a

une activité résiduelle située entre 10 et 90%, est caractérisée uniquement par une
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hyperuricémie et ses potentielles conséquences. La forme intermédiaire (HND -
HGPRT-related neurological dysfunction), correspondant a une activité résiduelle de
I'enzyme entre 2 et 10%, présente en plus des troubles moteurs et neurologiques
variables, mais sans comportement d’automutilation. La forme la plus sévere est celle
que I'on appelle plus communément la MLN. Elle correspond au spectre clinique

complet décrit précédemment et a une activité résiduelle inférieure a 2%.
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Figure 12 : Association génotype-phénotype et formes variantes de la MLN

(a) Activité HGPRT mesurée dans les érythrocytes des différents groupes, par rapport a des sujets sains.
(b) Degré d’atteintes métaboliques, motrices, cognitives et comportementales en fonction des groupes.
Le dosage de I'activité résiduelle de 'HGPRT a permis de classer les patients en différents sous-groupes
pathologiques. La MLN (LND : Lesch-Nyhan disease) est la forme la plus sévere. Un groupe intermédiaire
comprend les patients présentant une atteinte neurologique et une hyperuricémie associée, sans
comportement d’automutilation (HND : HPRT-related neurological dysfunction). L’hyperuricémie isolée
constitue la forme la moins sévere (HRH : HPRT-related hyperuricaemia) (Adapté de Fu et al., 2014a).

L'age de diagnostic est aussi corrélé a la sévérité des symptomes, les patients au
phénotype complet LN étant diagnostiqués beaucoup plus t6t que ceux ne présentant
que de I'hyperuricémie. De méme, les formes HRH et HND ne sont liées qu’a des
mutations faux-sens, permettant la traduction en une protéine moins stable mais
active, alors qu’on retrouve tous les types de mutations dans la MLN (Figure 13)

(Ceballos-Picot et al., 2015).
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Figure 13 : Age au diagnostic et types de mutations retrouvées en fonction de la sévérité clinique des
symptémes

(a) L’age médian est représenté par la barre noire. Il est de 25 ans pour le groupe HRH, 18 ans pour le
groupe HND et 3 ans pour le groupe LND. (b) Distribution des mutations du géne HPRT1 retrouvées chez
les patients HRH, HND et LND (Ceballos-Picot et al., 2015).

4. Pathogeneése des troubles neurocomportementaux

Logiquement, les chercheurs se sont intéressés de plus pres a comprendre ’'origine des
troubles neurologiques observés dans la MLN. La possibilité d’'une toxicité de I'acide
urique au niveau cérébral ayant été écartée par l'inefficacité de I'allopurinol a limiter
les troubles neurocomportementaux, les chercheurs ont entrepris de nouvelles

analyses.

4.1 Implication du systéme dopaminergique
e FEtudes neurochimiques

Des preuves convaincantes de I'implication d’un dysfonctionnement des ganglions de
la base, et plus particulierement du systeme DAergique, dans la MLN ont été obtenues
par une analyse neurochimique post-mortem de tissus de cerveaux (Lloyd et al., 1981).
Bien qu’effectuée sur seulement 3 patients, cette étude a permis de mettre en
évidence une perte significative de 60 a 90% de la DA et de son métabolite d’excrétion,

I'HVA, dans toutes les régions des ganglions de la base, a savoir le noyau caudé, le
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putamen, le GPe, le noyau accumbens et la SN. Les activités de deux enzymes clés
impliquées dans la synthése de DA, la TH et la DDC, ont été trouvées réduites de fagcon
similaire. Une baisse de I'immunoréactivité pour la TH a aussi été décelée au niveau de
la SN de patients LN (Gottle et al, 2014). Une seconde étude a pu confirmer la
diminution de DA dans le noyau caudé de 2 autres patients, mais aucun effet sur
I’expression de la TH n’a cette fois-ci été détecté (Saito et al., 1999). Ces derniers ont
par contre révélé par immunohistochimie une surexpression des récepteurs
DAergiques D1 et D, dans le putamen et le noyau caudé et ont mis en cause une
hypersensibilité de ces récepteurs dans I'automutilation observée chez les patients.
Une réduction de l'activité de la MAO dans des fibroblastes de patients a aussi été
mise en évidence (Breakefield et al., 1976). Enfin, des analyses biochimiques de LCR
provenant de patients ont également révélé une diminution drastique de I’'HVA durant
les 3 premieres années et s’accentuant durant I'adolescence, fournissant ainsi de
nouvelles preuves d’un dysfonctionnement DAergique (Castells & Chakrabarti, 1979 ;

Silverstein et al., 1985 ; Jankovic et al., 1988).

Un déficit en sérotonine (ou 5-hydroxytryptamine: 5-HT) avait initialement été
proposé comme cause de I'automutilation car des rats ayant un niveau bas de 5-HT
dans le cerveau montraient un comportement tres agressif (Di Chiara et al., 1971,
Valzelli et al., 1981). Cependant, les résultats obtenus sur le systéme sérotoninergique
ne sont pas cohérents. Une tendance a la diminution de la 5-HT a été observée dans le
noyau caudé, et des niveaux plus faibles d’acide 5-hydroxyindoleacétique (5-HIAA), un
métabolite urinaire de la 5-HT, ont été repérés dans le LCR de patients LN (Castells et
al., 1979 ; Silverstein et al., 1985 ; Harkness et al., 1988 ; Saito et al., 1999). En
revanche, des niveaux sensiblement plus élevés de 5-HT et de 5-HIAA ont été
retrouvés dans le striatum et le LCR d’autres patients (Lloyd et al., 1981 ; Jankovic et
al., 1988). Ces incohérences peuvent indiquer que les changements observés dans le
systéme sérotoninergique sont dus a un effet secondaire du dysfonctionnement
DAergique, qui augmenterait le taux de renouvellement de la 5-HT (Nyhan et al,

1980 ; Saito & Takashima, 2000).
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Les autres systémes de neurotransmission apparaissent relativement épargnés. A part
une baisse de I'activité de la choline acétyltransférase observée une fois, les systemes
glutamatergiques, GABAergiques et norépinéphriques n’ont pas montré d’altération
significative ou cohérente dans le cerveau des patients LN (Rockson et al., 1974 ; Lake

& Ziegler, 1977 ; Lloyd et al., 1981).

e FEtudes de neuroimagerie

L'arrivée de nouvelles techniques de neuroimagerie, notamment la tomographie par
émission de positons (TEP ou PET scan en anglais), a permis de mesurer 'intégrité des
fibres DAergiques dans le cerveau de patients LN in vivo. Une premiére étude utilisant
le ligand [*C]WIN-35,428, un agent se liant au transporteur de la DA, a révélé une
diminution de la fixation de ce ligand de 63% dans le noyau caudé et de 75% dans le
putamen de 6 patients (Figure 14a) (Wong et al., 1996). Ce résultat montre ainsi une
diminution de la densité des transporteurs de la DA, suggérant une perte de neurones
DAergiques ou une réduction des terminaisons nerveuses DAergiques chez les
malades. Une seconde étude utilisant la ['®F]fluorodopa, un analogue de la L-DOPA
naturellement transformé en DA par la DDC, a révélé une diminution de sa
transformation en [*®F]fluorodopamine, de 61% dans le noyau caudé et de 69% dans le
putamen de 11 patients (Figure 14b) (Ernst et al., 1996). Ceci reflete une activité de la
DDC diminuée, et par conséquence une synthése de DA réduite dans les terminaux

présynaptiques.
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Figure 14 : Tomographie par émission de positons (TEP) sur des cerveaux de patients LN, révélant un
dysfonctionnement dopaminergique

(a) Imagerie TEP du ligand ['*C]WIN-35,428 de deux cerveaux de patients atteints de la MLN et deux
cerveaux de personnes saines, agés de 22 ans (a droite) et 35 ans (a gauche). Ces images démontrent
une réduction dramatique de la fixation du ligand sur le transporteur de DA au niveau des ganglions de
la base des patients (Wong et al., 1996). (b) Imagerie TEP du ligand [*®F]fluorodopamine d’un cerveau de
patient et d’une personne en bonne santé de 20 ans. Ces images montrent une réduction de la
production de fluorodopamine chez les malades LN (Ernst et al., 1996).

e FEtudes anatomiques

Les autopsies pratiquées sur les cerveaux de malades LN n’ont pas permis de révéler
de problémes histologiques ou neuroanatomiques majeurs pouvant expliquer les
troubles neurologiques (Sass et al., 1965 ; Crussi, 1969 ; Watts et al., 1982 ; Mizuno,
1986). En particulier, aucuns signes de malformation de certaines régions cérébrales
ou de dégénérescence des nDA n’ont été observés (Harris et al., 1998 ; Jinnah et al.,
2006 ; Egami et al., 2007 ; Gottle et al., 2014). Deux études d’'imagerie par résonance
magnétique ont toutefois détecté de légeres atrophies cérébrales. La premiére montre
une réduction de 30% du volume du noyau caudé chez quelques patients LN mais
cette réduction n’est pas mise en cause dans la diminution des transporteurs

DAergiques (Wong et al., 1996). La seconde a décelé chez 5 patients une réduction de
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17% du volume total du cerveau ainsi qu’une réduction de 34% du volume du noyau

caudé et 12% du putamen (Harris et al., 1998).

L’'ensemble de ces études sur le cerveau et le LCR de personnes atteintes par la MLN
apportent des preuves directes d’une perturbation relativement importante et
sélective du systeme DAergique des ganglions de la base, qui serait plutét due a une
reduction du nombre ou de l'arborescence des fibres DAergiques plutdét qu’a un

phénomene de neurodégénérescence.

4.2 Liens hypothétiques entre HGPRT et systéme dopaminergique

Malgré I’évidence d’une forte connexion entre I’'HGPRT et la DA, la nature du lien
permettant d’expliquer la baisse de DA détectée chez les patients LN reste
énigmatique. Les fonctions connues de 'HGPRT n’ont a priori pas de relations directes
avec la neurotransmission DAergique, donc il est probable que I'absence d’activité
HGPRT influence le systéme DAergique indirectement, par ses conséquences sur le
métabolisme des purines ou par une fonction encore inconnue de I'enzyme. Les
différentes hypotheses proposées dans la littérature sont présentées ci-dessous (Visser

et al., 2000).

e Roéle de I’'HGPRT dans les ganglions de la base

La premiere hypothése avancée suggere que la vulnérabilité sélective des ganglions de
la base serait due a une dépendance particuliere de cette région pour la voie de
recyclage des purines médiée par 'HGPRT. En effet, certaines études ont montré des
niveaux plus élevés d’activité HGPRT dans cette région, en comparaison avec la voie de
synthese de novo (Rosenbloom et al., 1967 ; Kelley et al., 1969). |l pourrait donc exister
un lien étroit entre cette enzyme et les ganglions de la base : une absence de recyclage
des purines dans cette région pourrait entrainer un important déficit en purines si
I'augmentation de leur biosynthése ne suffit pas a compenser les pertes. Le

développement des nDA s’en trouverait alors impacté. Cependant, cette hypothése n’a
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pas été supportée par les études suivantes qui ont démontrées que 'HGPRT n’était pas
particulierement enrichie dans les ganglions de la base (Boyle et al., 1970 ; Adams &
Harkness, 1976 ; Shin-Buehring et al., 1980 ; Watts et al., 1982). De surcroit, toutes les
régions étudiées semblent étre affectées de facon identique par la baisse d’activité de
I'HGPRT dans la MLN (Boyle et al.,, 1970). Ces résultats semblent donc réfuter la

premiere hypothése d’une relation directe entre I’'HGPRT et les ganglions de la base.

e Roéle de I’'HGPRT dans la maturation des fibres dopaminergiques

Les études anatomiques et neurochimiques présentées en amont ont conduit a
I’hypothese de I'implication spécifique d’une déficience en HGPRT dans la réduction
des fibres DAergiques au niveau du circuit nigro-striatal, laissant les corps cellulaires
intacts. En effet, cette hypothese est supportée par une profonde réduction de DA et
des marqueurs DAergiques dans les ganglions de la base, sans affectation du
mésencéphale. Une réduction des fibres DAergiques avec préservation des corps
cellulaires permettrait d’expliquer I’échec a trouver des preuves d’une dégénérescence
des nDA du mésencéphale (Visser et al., 2000). Cependant, cette théorie n’a jamais pu
étre démontrée directement et les changements observés peuvent tout a fait étre dus

a un déreglement métabolique plutot que structural.

e Roéle de I’'HGPRT dans la régulation de génes neuro-développementaux

Une piste privilégiée aujourd’hui est celle d’un role développemental de I'HGPRT. Son
déficit conduirait a une cascade d’anomalies moléculaires a des stades précoces du
développement. Notamment, plusieurs études sur des modeles cellulaires humains et
murins de la MLN ont révélé des dérégulations transcriptionnelles de genes impliqués
dans le développement des nDA : engrailed 1 et 2, Wnt4, Lmxla/b, Ngn1/2, NeuroD,
FoxA1, Msx1, Mash1, Nurrl et Pitx3 (Ceballos-Picot et al., 2009 ; Guibinga et al., 2010 ;
Kang et al., 2011 ; Guibinga et al., 2012 ; Torres & Puig, 2015). En particulier, une étude

montre que des cellules différenciées en neurones apres ajout d’acide rétinoique, et

49



Introduction

soumises a un excés d’hypoxanthine, présentent une augmentation de I'expression de
Wnt4 et Enl, entrainant une augmentation secondaire de la TH et des récepteurs D;,
Aza et HTRy7 (récepteur de la sérotonine) dans les nDA immatures générés (Torres &
Puig, 2015). Cependant, a ce jour, aucun modéle n’a réellement permis de reproduire
le déroulement de la différentiation de nDA déficients en HGPRT afin de vérifier
I'implication chronologique de chaque gene, et des modeéles in vivo seraient

nécessaires pour conforter cette hypothese.

e Roéle de I’'HGPRT dans la neurotoxicité métabolique

Nous avons vu précédemment que I'absence d’activité HGPRT induit des altérations du
métabolisme des purines. Un effet délétere des métabolites s’accumulant dans la MLN
a donc été évoqué comme cause possible des dérégulations DAergiques, comme
I'acide urique, I’hypoxanthine, la xanthine, le PRPP et I’AICAR. Plusieurs évidences ont
montré que I'accumulation d’acide urique ne serait pas mise en cause. Premierement,
les concentrations d’acide urique retrouvées dans le LCR de patients sont normales
voire légérement augmentées mais n’indiquent pas que le cerveau soit exposé a des
concentrations excessives, probablement car la XO est peu exprimée dans le cerveau
donc une accumulation d’hypoxanthine et de xanthine est prépondérante
(Rosenbloom et al., 1967). Deuxiemement, une accumulation d’acide urique est
retrouvée dans d’autres troubles métaboliques, dont la forme variante HRH, sans pour
autant que des problémes neurologiques soient notés. Troisiemement et comme déja
mentionné dans la partie C.2.1, la prévention de I’hyperuricémie par I'administration
d’allopurinol ne permet pas d’atténuer la sévérité ou de retarder la progression des

symptémes neurologiques chez les personnes atteintes de la MLN.

L'accumulation d’hypoxanthine et de xanthine a également été proposée comme
contribuant a la pathogenése de la MLN par leur fixation aux récepteurs aux
benzodiazépines dans le cerveau, déréglant la balance entre systemes GABAergiques

et DAergiques (Skolnick et al.,, 1978 ; Dasheiff, 1980 ; Kish et al., 1985). D’autres
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métabolites s’accumulant comme le PRPP et I’AICAR mono et triphosphates (ZMP et
ZTP) pourraient aussi y contribuer (Rosenbloom et al., 1968 ; Wood et al., 1973;
Reem, 1975 ; Sidi & Mitchell, 1985 ; Ceballos-Picot et al., 2015). Cependant, il n’y a
pour l'instant pas assez de preuves expérimentales indiquant que ces molécules
seraient toxiques pour le cerveau. Une autre théorie propose que I'accumulation
d’histamine soit la cause du dysfonctionnement des ganglions de la base dans la MLN

mais aucune évidence n’existe non plus a ce jour (Neychev & Mitev, 2004).

La vulnérabilité des nDA au stress oxydatif étant bien connue grace aux travaux sur la
MP, une association entre la déficience en HGPRT et la diminution de la DA via
I’élévation du stress oxydatif a été avancée. Celui-ci proviendrait notamment de
I"augmentation de I'activité de la XO qui génére des radicaux libres et d’'une demande
en énergie accrue par les mitochondries, source intracellulaire majeure d’espéces
oxydantes, pour subvenir a I'augmentation de la synthese de novo des purines induite
par le déficit en HGPRT (Beal, 1995; Cantu-Medellin & Kelley, 2013). Toutefois,
I"augmentation des taux d’acide urique a plutét une action anti-oxydante, et il n’y a a

ce jour aucunes preuves d’une augmentation de stress oxydatif dans la MLN.

e Roéle de I’'HGPRT dans la déplétion des nucléotides a guanine

La possibilité d’'une déplétion des nucléotides a guanine comme cause de la
pathogenese de la MLN a été avancée par plusieurs équipes (Watts, 1985 ; Curto et al.,
1998). Il a été montré que le déficit en HGPRT, enzyme habituellement nécessaire a la
production de GMP, induit une diminution de GTP dans des érythrocytes et
lymphoblastes de patients et des neuroblastomes déficients en HGPRT (Sidi & Mitchell,
1985 ; McCreanor et al.,, 1987 ; Fairbanks et al, 2002 ; Shirley et al., 2007). Les
chercheurs ont donc suggéré qu’un déficit en GTP pourrait avoir des conséquences sur
le systtme DAergique. En effet, le GTP est le substrat de I'enzyme GTP
cyclohydroxylase qui catalyse la premiére étape limitante de la synthese d’une ptérine,

la BH4, cofacteur essentiel a la synthese de L-DOPA par la TH. Un déficit en GTP
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entrainerait donc indirectement une moindre synthése de DA via une déficience en
BH4 (Figure 15). Méme si cette hypothése semble attractive, plusieurs résultats ne la
corroborent pas. Les niveaux de BH4 dans le LCR et les urines n’apparaissent pas
réduits chez les patients (Sebesta et al., 1991). De plus, la BH4 est également
impliquée dans la synthése de la sérotonine et de la norépinéphrine mais ces
neurotransmetteurs ne sont pas affectés drastiquement dans la MLN. Enfin, une
administration de BH4 aux patients n’a montré aucun effet sur les symptomes

neurologiques (Manzke et al., 1986).

guanine

5'NT ( ) HPRT

GMP

|

GDP

|

GTP

GTP cyclohydrolase

\

FAPT

DNTP synthase l

DNTP

BH, synthase l

qBH, tyrosine

DHPR tyrosine
BH hydroxylase

\—p qBH,4 L-DOPA % dopamine

DHFR

Figure 15 : Voie de synthése du BH4 potentiellement perturbée et mise en cause dans la pathogenése
de la MLN

Cette figure montre un lien hypothétique entre le déficit en HGPRT et la diminution de synthese de DA.
Le GTP est le précurseur de la synthése d’une ptérine, la BH4 (tétrahydrobioptérine). La BH4 est le
cofacteur de la TH et permet donc la synthése de L-DOPA, convertie ensuite en DA par la DDC. En
absence d’activité HGPRT, le déficit en GTP provoquerait un déficit en BH4, et donc une moindre
synthése de DA (Visser et al., 2000).

Un déficit en GTP pourrait également altérer la transduction du signal DAergique
médié par les protéines G dans le cerveau (Gilman, 1987 ; Birnbaumer, 1990). En effet,
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le GTP se lie a des sous-unités des protéines G et stimule I’AC qui activera ou inhibera
'AMPc. Comme décrit dans la partie A.5, la signalisation médiée par les récepteurs
DAergiques requiere ’AMPc. Une dérégulation de I’AC, incapable de jouer son réle de
messager secondaire, pourrait donc induire des défauts neurologiques. Une étude
montre ainsi un défaut de stimulation de I’activité AC par le GTP dans des fibroblastes
humains et des neuroblastomes de rat déficients en HGPRT (Pinto & Seifert, 2006).
D’autres travaux montrent une dérégulation de la voie AMPc-PKA (Guibinga et al,,
2013). Cependant, de nombreux neurotransmetteurs, neuropeptides et récepteurs
hormonaux sont couplés aux protéines G donc une dysfonction DAergique spécifique
parait peu probable. De plus, la majorité des protéines G couplées aux récepteurs
DAergiques est localisée dans les neurones striataux post-synaptiques, alors que I'on
observe plutét un dysfonctionnement des terminaisons DAergiques présynaptiques

(Visser et al., 2000).

e Roéle de I’'HGPRT dans la déplétion des nucléotides a adénine

L'HGPRT est une enzyme bifonctionnelle qui permet aussi le recyclage d’hypoxanthine
en IMP, précurseur de 'AMP. Il a donc été proposé qu’une absence d’HGPRT pourrait
entrainer plus indirectement une diminution des nucléotides a adénine. Une étude
montre d’ailleurs que la sévérité clinique associée a I'activité résiduelle de 'HGPRT
correle mieux avec le recyclage de I'hypoxanthine que celui de la guanine, suggérant
que la déplétion des nucléotides a adénine jouerait un réle plus important que ceux a
guanine dans la pathogenese (Page et al., 1981). Une diminution drastique d’ATP a été
décelée dans des lymphoblastes et globules rouges de patients LN (Lommen et al.,
1971 ; McCreanor et al., 1987, McCreanor & Harkness, 1995 ; Ceballos-Picot et al.,
2015). L’accélération secondaire de la synthése de novo, fortement dépendante
d’énergie, pourrait expliquer de surcroit cette réduction. Une déplétion d’ATP peut
entrainer des dysfonctionnements neurologiques par altération des processus
dépendants d’énergie ou des réactions biochimiques dont il est le cofacteur. Une
réduction d’ATP semble aussi entrainer une diminution de I'activité de la poly(ADP-
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ribose) synthétase, impliquée dans la réparation de 'ADN (McCreanor & Harkness,
1995). Enfin, il a été proposé qu’une diminution d’ATP peut interférer dans I'import
des neurotransmetteurs, comme la DA, dans leurs vésicules synaptiques (Yeh et al.,
1998 ; Visser et al., 2000). En effet, I'importation des monoamines via le transporteur
VMAT est un processus dépendant de I’ATP, comme décrit dans la section A.4.2. La DA
alors non stockée pourrait diffuser dans le cytosol et entrainer une cytotoxicité au sein

des nDA en s’oxydant (Fahn & Cohen, 1992 ; Stokes et al., 1999).

L'adénosine étant un dérivé non phosphorylé de I’ATP et jouant un réle important de
neuromédiateur dans le SNC, une hypothése consiste également a penser qu’une
diminution en adénosine serait impliqguée dans la pathogenése de la MLN (Figure 16)
(Visser et al., 2000). Notamment, des dérégulations de la concentration en adénosine
pourrait impacter les récepteurs DAergiques via leurs interactions avec les récepteurs
adénosinergiques, comme détaillé précédemment dans la section B.2.1. Des travaux
sur des lymphocytes de patients LN ont ainsi montré une diminution des niveaux
transcriptionnels et protéiques du récepteur Aa (Garcia et al., 2009 ; Garcia et al.,
2012) et du transport de I'adénosine a l'intérieur de la cellule (Torres et al., 2004). Des
expériences sur des modeéles rongeurs supportent aussi I’"hypothése d’une implication
de la neurotransmission adénosinergique. Une légére diminution de I'expression des
récepteurs Axa et une forte augmentation des récepteurs A; a été détectée dans le
cerveau de souris déficientes en HGPRT (Bertelli et al.,, 2005). De plus, une
administration chronique de caféine, un antagoniste des récepteurs de I'adénosine,
induit un comportement d’automutilation chez les rats (Ferrer et al., 1982 ; Mifiana et
al., 1984, Casas-Bruge et al., 1985 ; Jinnah et al., 1990). A l'inverse, une injection
d’agonistes de I'adénosine permet d’empécher l'automutilation observée dans un
modeéle pharmacologique de la MLN (Criswell et al., 1988). Une diminution de la
neurotransmission via les récepteurs de |'adénosine pourrait donc étre en cause.
Toutefois, le mécanisme précis liant I'adénosine a I'automutilation n’a pas été décrit et

la piste adénosinergique dans la MLN est restée sans suite a ce jour.
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Figure 16 : Hypothese d’une déplétion en adénosine dans la pathogeneése de la MLN

Le métabolisme de I'adénosine pourrait dépendre de I'HGPRT pour la réincorporation des bases
puriques dans les pools de nucléotides. L’adénosine étant connue pour avoir un réle important dans la
neurotransmission et le support trophique, notamment des nDA, elle pourrait étre impliquée dans la
pathogenése de la MLN (Visser et al., 2000).

De nombreuses théories ont donc vu le jour pour tenter d’expliquer pourquoi un
déficit en HGPRT entrainerait un dysfonctionnement DAergique et des troubles
neurocomportementaux. Malheureusement apres 50 années de recherche, aucune ne
permet réellement de comprendre de facon certaine le ou les mécanismes impliqués,

rendant le développement de thérapies tres compliqué.
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5. Traitements des troubles neurologiques

5.1 Pistes thérapeutiques ayant échouées

e L-DOPA et antagonistes des récepteurs DAergiques

Etant donné les nombreuses évidences d’un déficit DAergique dans la MLN, des essais
d’administration de L-DOPA associée a la carbidopa ont rapidement été mis en place.
La carbidopa est un inhibiteur de la DDC périphérique, utilisée dans la MP pour
augmenter le taux de L-DOPA susceptible de passer la barriere hémato-encéphalique.
Malheureusement, ce traitement s’est montré infructueux et a parfois méme aggravé
les symptomes moteurs (Watts et al., 1982 ; Visser et al., 2011 ; Bell et al., 2016 ;
Madeo et al., 2019).

D’aprés I'hypothése qu’une hypersensibilité des récepteurs DAergiques serait en cause
dans I'automutilation, une autre piste constituant a administrer des antagonistes des
récepteurs D1 et D, a été explorée (Goldstein et al.,, 1985 ; Gualtieri & Schroeder,
1989 ; Allen & Rice, 1996 ; Khasnavis et al., 2016). Des essais ont été effectués avec des
antagonistes sélectifs ou non des deux types de récepteurs, comme la fluphénazine,
I’halobenzazépine, la rispéridone et plus récemment I’écopipam, montrant parfois une
atténuation du comportement d’automutilation, plutot liée au récepteur Dai.
Malheureusement, tous les essais ont di étre stoppés prématurément a cause

d’importants effets secondaires.

e Précurseur de sérotonine

Bien que certaines études soient contradictoires sur un déficit en sérotonine dans la
MLN (comme mentionné en C.4.1), I'administration de 5-hydroxytryptophane (5-HTP),
précurseur de la sérotonine, a été tentée. Cependant, aucun changement dans les
déficits neurologiques n’a pu étre observé, sauf pour I'automutilation qui semble

supprimée mais I'effet n’est que temporaire (quelques semaines) et ne fonctionne plus
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aprés une nouvelle administration (Castells et al., 1979 ; Nyhan et al., 1980 ; Nyhan et

al., 2000 ; Bell et al., 2016).

e Composés puriques

Une supplémentation d’adénine a fait I'objet de quelques essais épars dans les années
70, sur un seul patient a chaque fois, sans grands résultats sur les troubles
neurologiques (Felix & DeMars, 1969 ; van der Zee et al., 1970 ; Schulman et al., 1971 ;
Benke et al.,, 1973 ; Watts et al., 1974 ; Bell et al., 2016). Un autre composé, la S-
adénosylméthionine (SAM), a connu des tests plus avancés aprées la découverte par
sérendipité que son administration permettait de diminuer drastiquement
I'automutilation d'un patient (Glick, 2006). La SAM est un précurseur de la synthése
d’adénosine via sa transformation en S-adénosylhomocystéine (SAH), clivée ensuite en
homocystéine et en adénosine. Son effet bénéfique pourrait donc étre de reconstituer
un pool de nucléotides et d’adénosine. Cependant, les résultats sont partagés entre
amélioration et détérioration des symptdmes et n’en font donc pas une thérapie
pouvant étre utilisée en routine pour I'instant (Dolcetta et al., 2013 ; Chen et al., 2014 ;

Lauber et al., 2017 ; Bell et al., 2016 ; Madeo et al., 2019).

e Stimulation cérébrale profonde

Le lien entre la MLN et la MP étant évident, certains chercheurs ont proposé de tester
la stimulation cérébrale profonde sur les patients LN. Cette technique, qui consiste a
envoyer des stimulations électriques de hautes fréquences dans le noyau sous-
thalamique, a déja fait ses preuves chez les parkinsoniens en atténuant les symptomes
moteurs (Groiss et al., 2009 ; Fang & Tolleson, 2017). Un premier garcon LN, agé de 19
ans, a été implanté au Japon pour initialement essayer de contrbler ses mouvements
dystoniques. Aprés avoir recu une stimulation chronique du globus pallidus interne, les
médecins ont observé a leur plus grande surprise une disparition de I'automutilation

(Taira et al., 2003). Ce premier cas trés prometteur a conduit a de nouvelles tentatives
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réussies, aussi bien au niveau des fonctions motrices que de I'automutilation (Cif et al.,
2007 ; Deon et al., 2012 ; Abel et al., 2014 ; Piedimonte et al., 2015 ; Bell et al., 2016).
Toutefois, cette technique mérite une attention particuliere car 4 gargons inclus dans
une étude récente sur des patients francais et italiens ont montré de tout autres
résultats. Aprés une amélioration des symptomes pour deux d’entre eux, tous ont
présenté une aggravation entrainant I’arrét de la stimulation, et 3 sont décédés peu de

temps aprés (Madeo et al., 2019).

5.2 « Traitements » symptomatiques actuels

A ce jour, aucun réel traitement n’existe pour stopper les troubles
neurocomportementaux. Certains médicaments sont tout de méme administrés aux
patients en fonction des symptoémes détectés et permettent de les soulager plus ou
moins bien. Le plus souvent, des dispositifs médicaux adaptés sont mis en place,
comme des fauteuils roulants particuliers et des contentions, gouttiéres ou gants pour

limiter I'automutilation. Ces traitements sont résumés dans le tableau 3 ci-dessous.
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Tableau 3 : Résumé de la prise en charge et des traitements symptomatiques ou dispositifs mis en place
a ce jour pour améliorer les conditions de vie des patients atteints de la MLN

(Tiré en partie des informations fournies par Madeo et al., 2019 et Orphanet « Syndrome de Lesch-

Nyhan ».)

Troubles Traitements

Hyperuricémie Allopurinol ou febuxostat

Dysarthrie / Dysphagie Rééducation

Sommeil / Humeur Benzodiazépines - Antidépresseurs - Anxiolytiques

Motricité (marche) Dispositifs médicaux : fauteuils roulants

Dystonie / Spasticité Médicaments : soulagées par benzodiazépines (diazépam,
alprazolam) et inhibiteur de GABA (bacloféne, tizanidine)
(Pozzi et al., 2014)
Injection de toxine botulique (Dabrowski et al., 2005)
Dispositifs médicaux : soutiens de posture

Epilepsie Anti-épileptiques (valproate, carbamazépine, gabapentine)

Automutilation Dispositifs médicaux : dispositifs de protection des mains,
gouttiéres dentaires, contention
Thérapie comportementale
Médicaments : soulagée par gabapentine (McManaman &
Tam, 1999) et carbamazépine

6. Modeles de la MLN

Afin d’essayer de mieux comprendre I'origine des troubles neurologiques de la MLN et
trouver de potentielles cibles thérapeutiques, plusieurs modéles ont été construits et
étudiés : des modeles cellulaires issus de patients ou génétiquement modifiés pour
étre déficients en HGPRT et des modeles animaux génétiques ou pharmacologiques.
Ces modeles tentent de reproduire les défauts biochimiques et/ou phénotypiques,

chacun ayant certaines limitations.
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6.1 Modeéles cellulaires

Etant donné la rareté de la MLN et la difficulté a acquérir des tissus neuronaux
humains, les premiers modeles cellulaires étudiés ont été des cellules non-neurales
extraites de patients, comme des érythrocytes, des lymphocytes et des fibroblastes
(Rosenbloom et al., 1968 ; Raivio & Seegmiller, 1973 ; Wood et al., 1973 ; Reem, 1975 ;
Shin-Buehring et al., 1980 ; Sidi et al.,, 1985). Ces cellules sont encore couramment
utilisées, notamment pour poser le diagnostic de la MLN (Ceballos-Picot et al., 2015).
Cependant, méme si elles sont d’une grande pertinence car directement prélevées des
personnes atteintes de la MLN, elles ne peuvent étre utilisées pour étudier les déficits

neurologiques.

Un modele plus proche de la maladie a été construit par isolation de cellules souches
neurales du cerveau de foetus avortés LN (Cristini et al., 2010). Celui-ci a permis de
mettre en évidence une dérégulation de facteurs de transcription impliqués dans la
neurogenése et un déficit de croissance des neurites, suggérant un role de I'HGPRT
dans le développement neuronal. Toutefois, ces cellules sont extrémement rares et les
neurones obtenus ne permettent pas d’étudier une population ciblée de nDA. Le
processus de différentiation de cultures primaires de neurones en nDA a été étudié sur
d’autres populations neuronales provenant de souris KO pour I'HGPRT (Smith &
Friedmann, 2000 ; Boer et al., 2001 ; Kang et al., 2013 ; Kang & Friedmann, 2015). Une
expression aberrante de multiples génes et une croissance anormale des dendrites ont
été observées dans ces modeles. Une étude sur une culture primaire d’astrocytes
provenant de souris KO pour 'HGPRT a aussi confirmé les dérégulations métaboliques
associées a I'absence d’activité HGPRT comme une accumulation d’hypoxanthine, de
guanine et de PRPP, une accélération de la synthése de novo et des concentrations

réduites d’ATP et de GTP (Pelled et al., 1999).

De nombreuses lignées génétiquement modifiées pour étre déficientes en HGPRT ont

été construites a partir de neuroblastomes ou de gliomes humains, de souris ou de
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rats : les cellules C1 et C6-16 (Skaper & Seegmiller, 1976), B103 (Zoref-Shani et al,,
1993 ; Pinto & Seifert, 2006), Neuro-2a (Pinto & Seifert, 2006), SK-N-BE(2) M17 (Shirley
et al., 2007), MN9D (Lewers et al., 2008), et SH-SY5Y (Kang et al., 2011 ; Guibinga et al.,
2012). Ces modeles ont permis d’étudier les conséquences d’un déficit en HGPRT sur le
métabolisme des purines, la signalisation cellulaire, la morphologie des neurones, mais
aussi les taux de monoamines. Entre autres, ils ont pu confirmer un déficit DAergique
(Shirley et al., 2007 ; Lewers et al., 2008). Bien que d’origines neurales, ces cellules ont
été obtenues sur des tumeurs de patients non atteints par la MLN, et ne possedent

donc pas la mutation HPRT de fagon naturelle.

Une autre catégorie de cellules a été utilisée, les cellules PC12 provenant de
phéochromocytomes de rats, une tumeur de la médullosurrénale (Bitler et al., 1986 ;
Yeh et al., 1998) et les cellules NT2, cellules embryonnaires issues de carcinomes
testiculaires humains (Guibinga et al., 2010; Torres & Puig, 2015). Tandis que les
cellules PC12 n’ont pas montré de défauts DAergiques, les cellules NT2 ont permis de
mettre en évidence des dérégulations évidentes des marqueurs DAergiques incluant

les enzymes TH et DDC, le transporteur VMAT et le récepteur D;.

Enfin, une récente étude concernant l'identification de molécules potentiellement
thérapeutiques issues d’un criblage a haut débit sur des fibroblastes de patients
propose de valider les cibles identifiées sur des neurones issus de cellules souches
pluripotentes induites de patients LN (Augé et al., 2016). Cependant, aucun résultat

sur ces cellules n’a encore été publié.

Malgré de précieuses informations fournies par ces modeles in vitro sur les
mécanismes pouvant étre impliqués dans la pathogenese de la MLN, ['utilisation de
cellules en culture limite les champs d’études possibles, notamment sur le plan des
interactions cellulaires et comportementales. Des modeles in vivo ont donc été

développés, a la fois pour vérifier les effets métaboliques et biochimiques observés
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dans les modeles cellulaires, mais aussi pour étudier d’autres phénotypes, en

particulier neurocomportementaux.

6.2 Modeéles animaux

Les modeles animaux construits ont été d’'une part des modeéles génétiques, tachant
de reproduire les mutations de I’HPRT, et d’autre part des modeles pharmacologiques,
tentant de retrouver des phénotypes de la MLN par altération de la neurotransmission

DAergique (Jinnah et al., 1990).

e Modeles génétiques

Les souris KO HPRT

Le premier modele génétique in vivo de la MLN, construit en 1987, était un modéle de
souris KO pour le gene HPRT1, sans activité résiduelle de I'enzyme (Doetschmann et
al., 1987 ; Hooper et al., 1987 ; Kuehn et al., 1987). Les analyses métaboliques de ce
modele ont confirmé une accélération de la synthése de novo (4 a 5 fois) mais par
ailleurs les niveaux de purines (hypoxanthine, guanine, acide urique, ATP, GTP...) ont
été retrouvés normaux (Jinnah et al., 1993). Les souris possédant I'enzyme urate
oxydase (ou uricase), capable de dégrader I'acide urique en allantoine, il est logique
gu’aucune hyperuricémie n’ait été détectée. Les analyses biochimiques ont par contre
permis de mettre en évidence un déficit DAergique dans les ganglions de la base,
néanmoins moindre que chez I’'Homme (20 a 60% selon les études) (Finger et al.,
1988 ; Dunnett et al.,, 1989 ; Jinnah et al., 1994 ; Egami et al., 2007 ; Tschirner et al.,
2015). De plus, le systéme DAergique semble aussi étre affecté de facon spécifique car
les autres systemes de neurotransmission paraissent normaux (Dunnett et al., 1989 ;
Jinnah et al., 1994 ; Tschirner et al., 2016). Ce modele a également permis de conforter
I’hypothése que la diminution de DA serait due a un défaut biochimique plutét

gu’anatomique, car des études immunohistochimiques sur des coupes de
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mésencéphale ont révélé une distribution et une morphologie normales des nDA

(Egami et al., 2007).

En revanche, les tests moteurs et neurocomportementaux effectués sur ces souris
n’ont montré aucun défaut neurologique notable (Finger et al., 1988). Il est possible
que des mécanismes compensatoires absents chez 'Homme leur permettent de
réguler plus efficacement les niveaux de purines et la synthése de neurotransmetteurs.
Une étude suggere également que la souris recyclerait peu I’hypoxanthine, et donc
gu’elle dépendrait moins de cette voie pour maintenir un niveau acceptable de purines
(Moyer & Henderson, 1983). Ce modéle a donc soulevé beaucoup de questions quant
a son intérét en tant que modele de la MLN. Il reste utile pour étudier les défauts
métaboliques et neurochimiques associés a une absence d’activité HGPRT, mais n’est

pas pertinent pour comprendre le lien entre HGPRT et troubles neurologiques.

Les souris KO HPRT/APRT

Les souris semblant étre plus tolérantes que I’'Homme a une absence d’activité HGPRT,
une équipe a soumis I'hypothese qu’elles étaient peut-étre plus dépendantes de
I’APRT, la seconde enzyme de la voie de synthése des purines recyclant I'adénine en
AMP (Wu & Melton, 1993). En administrant un inhibiteur de I’APRT, la 9-éthyladénine,
aux souris déficientes en HGPRT, les expérimentateurs ont alors pu observer qu’elles
s’infligeaient des blessures par un toilettage excessif. Pourtant, suite a ce résultat
encourageant, un nouveau modele de souris double KO HPRT/APRT a été construit et
n’a pas pu confirmer I'apparition d’un comportement d’automutilation (Engle et al,,
1996b). Par contre, ces souris, tout comme les souris KO pour I’APRT seule (Engle et
al., 1996a), présentaient une accumulation de 2,8-DHA dans les urines, un composé
trés insoluble produit par un excés d’adénine et associé a un déficit en APRT chez

'Homme.
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Un second modele modifié de souris KO pour I'HPRT a été généré par expression
transgénique du gene humain PRTFDC1 (phosphoribosyltransferase domain containing
1), un paralogue de I'HPRT dont le géne est fonctionnel chez ’'Homme mais inactivé
chez la souris (Keebaugh et al., 2011). Bien que ce modeéle ait montré de facon
intéressante I'apparition d’un comportement agressif et de stéréotypies, aucune étude

n’y a pour l'instant donné suite.

Les chiméres souris/rat KO HPRT

Devant l'incapacité a reproduire les troubles neurocomportementaux associés a un
déficit en HGPRT chez la souris, une équipe a proposé de développer un modele
chimeére souris/rat (Isotani et al., 2016). Pour se faire, des cellules embryonnaires de
rats modifiées pour I’'HPRT ont été injectées dans des blastocytes de souris. Ce modéle
novateur présente l'avantage d’étre plus gros, ce qui facilite certaines opérations
expérimentales et notamment les tests comportementaux. Cependant, ces chimeres,
maintenues en vie une année, n‘ont présenté aucunes anomalies comportementales
et ne peuvent donc pas non plus étre utilisées pour comprendre les atteintes

neurologiques de la MLN (Figure 17).

Figure 17 : Modeéle de chimeéres souris/rats KO pour 'HPRT

A gauche, photo d’un rat avec HPRT, a droite un rat sans HPRT. Aucune différence n’a été observée
entre les deux, ni aucun comportement autodestructeur chez le rat sans HPRT (Isotani et al., 2016).
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Les rats KO HPRT

La méme année, un modele de rat KO pour I'HPRT a pu étre produit a partir de cellules
souches embryonnaires modifiées (Meek et al., 2016). Méme si une baisse de 60% de
la DA a pu étre détectée dans le striatum de ces rats ainsi qu’une altération de divers
métabolites, notamment lipidiques, dans le cerveau, aucun défaut

neurocomportemental n’a une fois de plus pu étre mis en évidence.

En conclusion, les modeles rongeurs ne constituent pas jusqu’ici de bons modeles
génétiques de la MLN. Bien qu’une baisse de DA soit observée, aucun ne permet de
reproduire les manifestations neurologiques associées a un déficit en HGPRT. Les
chercheurs se sont donc tournés vers des modeles phénotypiques en altérant

directement les nDA des animaux.

e Modeles pharmacologiques

Les rats 6-OHDA

En 1972, Breese et Traylor ont mis au point un modéle de la MP consistant a
administrer dans le cerveau de rats nouveaux-nés de la 6-hydroxydopamine (6-OHDA),
une neurotoxine détruisant sélectivement les nDA (Breese & Traylor, 1972). Ce modéle
permettait bien de réduire efficacement les niveaux de DA dans le SNC. lls se sont
apercus quelques temps plus tard que I'administration de L-DOPA ou d’apomorphine,
des agonistes de la DA, a ces rats devenus adultes déclenchaient un comportement
d’automutilation (Breese et al., 1984 ; Breese et al., 1990 ; Breese et al., 2005 ; Knapp
& Breese, 2016). Par inadvertance, ils avaient créé un modele de rat avec des
symptomes de la MLN, démontrant I'implication de la DA dans le comportement
d’automutilation. De plus, I'apparition de ce comportement était totalement bloquée
aprés administration d’un antagoniste DAergique des récepteurs D1, ce qui n’était pas
le cas avec un antagoniste D,. Ceci a confirmé I’hypothése consistant a penser que

I'activation des récepteurs Di, plutét que D,, serait en cause dans l'apparition
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d'automutilation chez les enfants LN. De fagon intéressante, I'age des rats au moment
de I'administration de la 6-OHDA était déterminant car des rats adultes recevant la
molécule ne présentaient pas d’automutilation. Ces chercheurs ont également observé
que l'administration de 5-HTP n’induisait pas ce trouble, démontrant ainsi que la
sérotonine ne serait pas responsable du déclenchement de I'automutilation,

contrairement a ce qui avait pu étre avancé auparavant.

Les singes dénervés

De méme, un modeéle similaire d’hypersensibilité DAergique a été créé chez le singe.
Un comportement d’automutilation et une spasticité ont été observés apres
administration d’agonistes de la DA a des singes ayant subi une intervention
chirurgicale unilatérale de I'aire tegmentale ventrale, résultant en une dénervation des

nDA des voies nigrostriatales (Goldstein et al., 1986).

Cependant, bien que ces modeéles permettent d’attester d’un lien entre dérégulation
DAergique et automutilation, ils ne possédent pas le défaut génétique de base de la
MLN. Ils ne peuvent donc constituer de bons outils pour répondre a la question de la
relation entre le déficit en HGPRT et la diminution de DA observée chez les malades
(Bell et al., 2016), d’autant plus que I'activité HGPRT a été retrouvée normale dans le
striatum des rats traités a la 6-OHDA (Goldstein et al., 1986 ; Criswell et al., 1988). De
ce fait, ce ne sont aussi pas de bons modeles prédictifs de la maladie chez 'Homme,
c’est-a-dire qu’une drogue permettant de corriger le phénotype d’automutilation chez
ces animaux ne fonctionnera peut-étre pas de la méme facon chez des patients

dépourvus d’"HGPRT.

A ce jour, aucun modele cellulaire ou animal n’est capable de récapituler 'ensemble
des caractéristiques de la MLN. Les résultats expérimentaux obtenus sont donc
difficilement extrapolables a I'Homme et les causes exactes des troubles
neurocomportementaux n’ont toujours pas été établies. La mise au point de nouveaux

modeles in vivo permettant d’approfondir notre compréhension de ce syndrome
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constitue un enjeu majeur. C'est pourquoi nous avons décidé d’utiliser la drosophile et
ses nombreux avantages afin d’explorer aussi bien les aspects cellulaires que

moléculaires et comportementaux de la MLN.

Deep brain
stimulation is used
to treat LNS for the
first time
L-DOPA is reported
to be ineffective in
treating LNS
HPRT1 knockout
mouse generated
iPSCs are generated
from LNS patients

Neonatal 6-OHDA rats
First treatment of are found to self -

LNS using a injure when challenged
dopamine receptor with L-DOPA as adults

antagonist

LNS studied using
patient erythrocytes
First treatment of
LNS using SAM

Figure 18 : Chronologie des étapes importantes de la recherche sur la MLN

Les études relatives a I'étiologie, aux traitements, et a la génération de modeles de la MLN sont mises
en évidence en bleu, rouge et vert, respectivement (Bell et al., 2016).
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D. La drosophile comme modeéle d’étude
1. Historique et généralités

C'est un entomologiste américain, Charles W. Woodworth, qui proposa pour la
premiére fois en 1900 d’utiliser la drosophile (Drosophila melanogaster) comme
organisme modeéle pour la recherche en génétique (Ugur et al, 2016). Au méme
moment, Thomas Hunt Morgan, désirant confirmer sur I’'animal la théorie de I'hérédité
avancée par Mendel grace a sa génétique des pois, recherchait un modéle capable
d’étre élevé dans un espace réduit, a la reproduction rapide et a faibles co(ts. Il utilisa
alors la drosophile, appelée aussi mouche du vinaigre, et parvint a identifier le géne
white, gouvernant le caractére des « yeux blancs ». Grace a cette découverte, il mit en
évidence les lois de I’hérédité chez I'animal et révéla I'importance des chromosomes

dans ces mécanismes (Morgan, 1910).

La drosophile n’a depuis cessé d’étre utilisée dans le monde de la recherche, en raison
notamment de ses nombreux avantages (Bellen et al., 2010). Premiérement, sa petite
taille, son cycle de développement tres court (10 jours a 25°C, Figure 19) et sa grande
capacité de reproduction (une femelle peut pondre plusieurs centaines d’ceufs)
permettent d’obtenir rapidement une descendance et de maintenir en vie un grand
nombre d’individus dans un espace restreint, ce qui limite les colts d’investissement.
Son espérance de vie de 60-80 jours permet également d’effectuer des études de
vieillissement beaucoup plus rapidement que chez des modeéles murins (Grotewiel et
al., 2005). Deuxiemement, la totalité de son génome a été décrite (Adams et al., 2000).
Celui-ci étant plus réduit que celui de I'Homme (environ 13 600 génes contre 20 a 25
000 chez I’'Homme), une moindre redondance permet d’interpréter plus facilement les
résultats de perte ou de gain de fonction des genes. De plus, environ 75% des genes
impliqués dans des maladies humaines ont un orthologue fonctionnel chez la
drosophile (Reiter et al., 2001 ; Yamamoto et al., 2014) ce qui lui conféere la capacité

d’étre un bon modele de nombreuses pathologies.

68



Introduction

45 Female

& Embryo
1 day\
First
instar
2% - 3 days larva
1 day

Third
instar larva Jday Second
instar larva

Figure 19 : Le cycle de développement de la drosophile

Les phases développementales de la drosophile comprennent un stade embryonnaire, 3 stades
larvaires, un stade pupal et un stade adulte. Les temps indicatifs entre chaque stade correspondent a un
élevage a 25°C. 10 jours sont nécessaires a cette température pour obtenir une nouvelle génération
d’adultes (Ong et al., 2015).

Troisiemement, la plupart des organes internes de drosophile sont fonctionnellement
analogues a ceux de 'Homme (Figure 20) : elle posséde un cceur, une musculature
sophistiquée, un systéme tubulaire (trachées) analogue aux poumons, un systéme
digestif, un systeme analogue au foie (les corps gras), un systéme excrétoire (tubes de
Malpighi) analogue au rein, et un systeme nerveux complexe et sophistiqué composé
de neurones et de cellules gliales protégés par I'équivalent d’'une barriere hémato-

encéphalique (Buchon et al., 2014 ; Perrimon et al., 2016).

Enfin, les grandes fonctions physiologiques sont conservées chez la drosophile, ce qui
permet d’étudier facilement un grand nombre de comportements: la locomotion
(Jordan et al., 2006; Sun et al, 2018b), le sommeil (Seugnet et al., 2009a),
I'apprentissage et la mémorisation (Quin et al., 1974), le comportement de cour et la
reproduction (Hall, 1977 ; Ewing, 1983), I'agressivité (Baier et al., 2002), ou encore

I’épilepsie (Song & Tanouye, 2008).
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Figure 20 : Analogie entre organes de Drosophila melanogaster et de 'Homme (Adapté de Buchon et al.,
2014)

2. Outils génétiques

Etant donné son utilisation croissante depuis plus de 100 ans, de nombreux outils
génétiques sophistiqués ont été développés pour ce modele dans le but d’éditer ou de
manipuler I'expression des genes afin de comprendre leurs fonctions ainsi que les
mécanismes moléculaires et cellulaires impliqués dans des pathologies humaines

(Beumer & Carroll, 2014 ; Venken et al., 2016 ; Sentlirk & Bellen, 2018).

2.1 Outils d’édition du génome

Trois classes d’enzymes sont généralement utilisées pour éditer le génome : des
recombinases, des intégrases et des nucléases. Il est possible d’induire des mutations
par délétion (KO) ou d’insérer de nouveaux transgénes par knock-in (KI) grace a la
technique d’excision et transposition d’éléments transposables (élément P, PiggyBac

ou autres) (Voelker et al, 1984 ; Thibault et al, 2004) et a la recombinaison
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homologue. Deux systéemes principaux de recombinaison fonctionnant de facon
similaire sont couramment utilisés chez la drosophile, le systéme FLP-FRT (FLP
recombinase recognition target) (Theodosiou & Xu, 1998) et le systeme bactériophage
PhiC31, une intégrase (Bischof et al., 2007). De nouvelles technologies d’édition du
génome permettent de cibler plus spécifiquement les genes : les nucléases zinc-finger
(ZFNs) (Bibikova et al., 2002), les nucléases transcription activator-like effector
(TALENSs) (Liu et al., 2012b), et plus récemment les nucléases Cas9 associées aux
clustered regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR/Cas9) (Bassett et al.,
2013). Cette derniére technique permet notamment de couper trés précisément le

double brin d’ADN a n’importe quel emplacement complémentaire d’'un ARN guide.

2.2 Le systeme UAS-Gal4

Un outil génétique puissant et largement utilisé depuis qu’il a été développé en 1993
est le systéeme d’expression bipartite UAS-Gal4 (Brand & Perrimon 1993). Ce systéme
permet |‘expression ciblée d’'un géne dans un tissu ou type cellulaire donné. Une
premiere lignée parentale, nommée « pilote d’expression » ou driver, contient un
promoteur d’expression spécifique placé en amont du gene codant pour le facteur de
transcription de levure Gal4. Une seconde lignée parentale « effectrice » est
constituée du transgene d’intérét en aval d’'une séquence UAS (Upstream activating
sequence), séquence d’ADN répétée liant spécifiguement la protéine Gald. Le
croisement de ces deux lignées permet d’obtenir dans la descendance I’expression du
transgeéne seulement dans les cellules ciblées par le promoteur, c’est-a-dire ou le Gal4
est traduit et peut se lier a sa séquence activatrice (Figure 21). Le croisement des
lignées parentales avec une lignée sauvage ne portant aucun de ces transposons

permet d’obtenir dans la descendance les drosophiles contréles driver et effecteur.
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Figure 21 : Le systeme d’expression ciblée UAS-Gal4

Aprés croisement de la lignée pilote d’expression « enhancer-trap Gal4 » et de la lignée effectrice « UAS-
géne X », le Gal4, exprimé dans les types cellulaires ciblés par le promoteur utilisé, active la transcription
du géne X situé en aval de la séquence de liaison UAS (St Johnston et al., 2002).

Des banques de lignées pilote d’expression Gal4 permettant de cibler parfois un
nombre tres restreint de cellules dans un tissu donné ont été construites et mises a
disposition pour la recherche. De méme, des banques de lignées effectrices UAS pour
des milliers de génes d’intérét sont disponibles. Notamment, des protéines
fluorescentes comme la GFP et mCherry, ou des protéines capteurs comme les GCaMP
permettant de détecter la concentration cellulaire de calcium sont largement
employées. Ce systéme permet également 'inactivation spécifique d’un géne d’intérét
dans un tissu ou un type cellulaire de facon sélective grace a des transgénes codant
pour des ARN interférents (ARN;). De nombreuses banques de lignées ARN; existent et
sont utilisées a grande échelle pour réaliser des cribles ou pour disséquer plus

finement des processus cellulaires (Mohr et al., 2014 ; Heigwer et al., 2018).

Il est également possible de restreindre temporellement |'expression du facteur de
transcription Gal4 grace au systeme TARGET (McGuire et al., 2003) et ainsi inactiver
par exemple un géne seulement au stade adulte. Ce systéme utilise une isoforme
mutante thermosensible de la protéine Gal80, Gal80ts, répresseur de lactivité

transcriptionnelle du facteur Gal4.
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Un second systeme similaire au systéme binaire UAS-Gal4 a été plus récemment
développé, le systeme LexA-LexAop de bactérie. De la méme facon, il permet
I'expression ciblée de transgenes. Ces deux systemes étant indépendants, leur
utilisation associée permet d’exprimer ou réprimer un premier transgéne dans un type

cellulaire donné et un second dans un autre, de facon synchrone (Lai & Lee, 2006).

3. Le systeme nerveux central de drosophile

3.1 Organisation et composition

Le systéeme nerveux central de drosophile adulte est composé d’un cerveau et d’un
ganglion subcesophagien dans la téte et de ganglions thoraciques et abdominaux
composant la corde nerveuse ventrale, située dans le thorax. Deux lobes optiques se
trouvent de part et d’autre du cerveau central, qui comprend trois structures
majeures, les lobes antennaires nécessaires a l'olfaction, les corps pédonculés (ou
mushrooms bodies - MB) impliqués notamment dans |'apprentissage olfactif et la
mémoire, et le complexe central, indispensable au contréle moteur (Figure 22) (Martin

& Krantz, 2014).

optic lobe central brain optic lobe

Figure 22 : Organisation anatomique du
systeme nerveux central de drosophile

brain
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corde nerveuse ventrale située dans le
[ ] mushroomsbodies  thorax. Les lobes antennaires (en bleu), les

[ central complex corps pédonculés (en rouge) et le complexe

I:l antennal lobes . )
importantes du cerveau central (Adapté de
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Le cerveau de drosophile adulte posséde environ 100 000 neurones et les cellules
gliales représentent environ 10 a 15% du nombre total de cellules du SNC (Ito et al.,
2013 ; Kremer et al., 2017). A titre comparatif, le nombre total de neurones du cerveau
chez 'Homme a été estimé a plus de 86 milliards, et les cellules non-neuronales sont
approximativement de méme nombre, avec des variations de ce rapport selon la

région cérébrale (Azevedo et al., 2009).

La morphologie des neurones de drosophile est quelque peu différente de celle des
mammiféres (Figure 23a-c). En effet, une seule projection émane du corps cellulaire et
donne lieu aux axones et dendrites. Les corps cellulaires se regroupent en glomérule
dans la région corticale du SNC, a l'intérieur desquels se trouve le neuropile, constitué

de I'ensemble des projections.

Les cellules gliales de drosophile sont classées en 4 catégories, en fonction de leur role
et de leur distribution (Figure 23d-e) (Ou et al., 2014) :

- la glie de surface, divisée en glie périneurale et subpérineurale, forme une
barriére protective équivalente a la barriere hémato-encéphalique.

- la glie corticale, située autour des corps cellulaires du cortex, participe aux
échanges gazeux entre le soma et les trachées et vient en support de nutriments.

- la glie du neuropile, associée aux axones et régions synaptiques du neuropile,
est divisée en 2 sous-types, la glie de type astrocytaire et la glie engainante. La glie
astrocytaire s’infiltre dans les régions internes du neuropile et participe a la croissance
des axones. La glie engainante joue un role d’oligodendrocyte en entourant le
neuropile synaptique.

- la glie périphérique entoure les projections axonales périphériques, comme

les cellules de Schwann des mammiferes.
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Figure 23 : Morphologie et organisation des neurones et cellules gliales de drosophile

Contrairement aux neurones de mammiferes (a), un seul prolongement émane du soma des neurones
d’insectes (b), qui tient lieu d’axone a partir duquel les dendrites se forment. Les corps cellulaires se
regroupent en glomérules (c) et la région constituée seulement des projections est nommée neuropile.
(Martin & Krantz, 2014). Les cellules gliales sont composées de 4 types (d) : la glie corticale, la glie de
surface (divisée en glie périneurale et subpérineurale), la glie du neuropile (incluant la glie de type
astrocytaire et la glie engainante) et la glie périphérique. (e) Schéma de la glie périphérique au niveau
d’une jonction neuromusculaire (Ou et al., 2014).

Bien que de taille réduite, le SNC de drosophile posséde donc une architecture
complexe lui permettant des comportements élaborés. Ceux-ci sont médiés par des
circuits neuronaux bien définis utilisant des neurotransmetteurs identiques a ceux des
mammiféres. En effet, on retrouve I'acétylcholine, le glutamate, le GABA et certaines
monoamines telles que la sérotonine, la dopamine et I’histamine, dont les mécanismes
de synthése, de stockage et de recyclage sont conservés (Long et al., 2017 ; Meissner
et al., 2019). Seule I'adrénaline et la noradrénaline ne sont pas présentes chez la
drosophile mais des équivalents structuraux et fonctionnels existent, la tyramine et

I’octopamine, respectivement (Roeder, 2005).
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3.2 Modele d’étude de maladies neurodégénératives et neurodéveloppementales

Grace a son cerveau sophistiqué et ses similitudes avec I’'Homme, la drosophile a été
largement utilisée comme modéle d’étude de maladies neurodégénératives, telles que
les maladies d’Alzheimer, de Parkinson ou encore de Huntington (Birman, 2000 ;
Jaiswal et al., 2012 ; McGurk et al., 2015 ; Dung & Thao, 2018). La mutation d’un géne
homologue chez la drosophile peut ainsi entrainer des phénotypes similaires a ce qui
est observé dans des formes génétiques de pathologies neurologiques humaines. Par
exemple, une perte de fonction du gene Appl, 'homologue d’APP impliqué dans la
maladie d’Alzheimer, entraine un défaut de mémoire a long terme chez la drosophile
(Goguel et al., 2011). L'expression de génes mutés humains est aussi parfois employée
directement. La forme A30P de I'a-synucléine humaine (liée a des cas familiaux de la
MP) exprimée dans les neurones de drosophiles récapitulent certains phénotypes de la
MP comme un défaut locomoteur précoce, des inclusions semblables aux corps de
Lewy et une dégénérescence des nDA (Feany & Bender, 2000). L'utilisation de toxines
environnementales, comme la roténone ou le paraquat, est une autre fagon de
modéliser les troubles liés a la MP chez la drosophile (Coulom & Birman, 2004 ; Cassar

et al., 2015).

Des modeles génétiques de troubles héréditaires neurodéveloppementaux ont
également été développés, notamment pour la neurofibromatose de type 1 et les
syndromes d’Angelman, de Rett et du X fragile (Gatto & Broadie, 2011 ; Ferdousy et
al., 2011 ; Drozd et al., 2018) ou plus largement pour les troubles du spectre autistique
(Hahn et al., 2013 ; Wise et al., 2015 ; Coll-Tané et al., 2019). En particulier, une étude
de criblage protéique chez la drosophile a permis de mettre en évidence la
contribution d’altérations DAergiques a I'étiologie du syndrome d’Angelman (Ferdousy

etal, 2011).

Les nombreux avantages de la drosophile en font un modéle de choix pour le criblage

de molécules potentiellement thérapeutiques et son efficacité est de plus en plus

76



Introduction

prouvée au sein de la recherche translationnelle, malgré certaines réticences quant a
sa pertinence en tant que modele prédictif des systémes mammiféres (Perrimon et al.,
2016 ; Fernandez-Hernandez et al., 2016 ; Papanikolopoulou et al., 2019). Pourtant, la
drosophile a déja permis la découverte, le repositionnement et la validation d’un
certain nombre de composés (Papanikolopoulou et al., 2019). Par exemple, trois
antioxydants naturels capables d’atténuer la perte de nDA liée a I'dge ont été mis en

évidence dans un modele génétique de la MP chez la drosophile (Angeles et al., 2016).

4. Le systeme dopaminergique de drosophile

4.1 Anatomie

Parmi les 30 000 neurones du cerveau central de la drosophile, les nDA sont environ au
nombre de 250 (125 par hémisphére) (Mao & Davis, 2009 ; Pech et al., 2013). Un
immunomarquage avec un anticorps anti-TH sur un cerveau disséqué permet de les
localiser facilement par microscopie confocale. lls s’organisent en groupements, aussi
appelés clusters, nommés en fonction de leur localisation anatomique (Figure 24)
(Nassel & Elekes, 1992 ; Friggi-Grelin et al., 2003a ; White et al., 2010). Ces neurones
projettent sur différentes structures cérébrales dont le complexe central, impliqué
dans le contréle moteur, et les MB, connus pour leur réle dans I'apprentissage olfactif
et la mémoire, structures que I'on peut considérer comme I'équivalent des ganglions
de la base et de I'hippocampe des mammiferes, respectivement (Strausfeld & Hirth,
2013). Le PAM (Protocerebral Anterior Medial) est le cluster le plus dense avec un peu
moins d’une centaine de nDA. Situé en position antérieure et projetant principalement
sur les MB, il est impliqué dans de nombreuses fonctions telles que la mémoire
olfactive appétitive et la locomotion induite par un choc (Liu et al, 2012a;

Riemensperger et al., 2013).
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Figure 24 : Organisation anatomique des neurones dopaminergiques dans le cerveau adulte de
drosophile

Les nDA de drosophile sont organisés en regroupements appelés « clusters » et nommés en fonction de
leur localisation anatomique : PAL: Prorocerebral Anterior Lateral; PAM : Protocerebral Anterior
Medial ; PPM : Protocerebral Posterior Medial ; PPL : Protocerebral Posterior Lateral.

AL : antennal lobes (lobes antennaires) ; MB : mushroom bodies (corps pédonculés); OL : optic lobes
(lobes optiques) ; SE : suboesophageal ganglion (ganglion suboesophagien) (Riemensperger et al., 2013).

4.2 Neurotransmission

La neurotransmission DAergique chez la drosophile est semblable a celle décrite chez
les mammiferes (Yamamoto & Seto, 2014 ; Kasture et al., 2018). Les genes impliqués
dans la synthese de DA, le stockage, le transport et la transduction du signal
secondaire ont tous un homologue chez la drosophile, a savoir TH, codée par le géne
pale (Neckameyer & Quinn, 1984), Ddc (Wright et al., 1976), VMAT (Greer et al., 2005),
DAT codé par le géne fumin (Poérzgen et al.,, 2001), et des récepteurs DAergiques
couplés posltivement ou négativement a I’AC (Mustard et al., 2005) (Figure 25).
Cependant, une divergence est apparue dans le recyclage et le catabolisme de la DA. Si
la DA n’est pas recapturée par le neurone présynaptique via le transporteur DAT, elle
peut étre recyclée par les cellules gliales. Les enzymes Black et Ebony la métabolise
alors en N-B-alanyl dopamine (NBAD) (Hodgetts, 1972 ; Hovemann et al., 1998), puis
I’enzyme Tan recycle le NBAD en DA au sein du neurone présynaptique (True et al.,
2005). De plus, aucuns orthologues des enzymes MAO et COMT n’ont été identifiés

chez cet organisme. Cest une autre enzyme, [I'aralkylamine N-
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acétyltransférase (aaNAT) qui métabolise la DA en un composé inactif, la N-acétyl

dopamine (NADA) au sein de la glie (Hintermann et al., 1996).

Tyrosine

DA neuron
Glia

NBAD
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Post-synaptic
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D;-like : D,-like :
dDA1/Damb dD2R

Figure 25 : Vue d’ensemble du systéme de neurotransmission dopaminergique de drosophile

La neurotransmission DAergique a été conservée de la drosophile aux mammiféeres. Dans le neurone
présynaptique, la tyrosine est convertie en L-DOPA par la TH, puis en DA par la Ddc. Elle est ensuite
stockée dans les vésicules synaptiques via le transporteur VMAT et est libérée par exocytose dans la
fente synaptique apres dépolarisation du neurone. Elle peut alors se lier a 2 types de récepteurs en
position post-synaptique, des récepteurs couplés positivement a I’AC incluant dDA1/Dumb/Dop1R1,
homologue du récepteur D; des mammiféres, et DAMB/Dop1R2, récepteur propre aux invertébrés, et
un récepteur couplé négativement a I’AC nommé dD2R/Dop2R, homologue du récepteur D, des
mammiféres. La DA excessive peut étre recapturée dans le neurone présynaptique par le transporteur
DAT ou étre recyclée par les cellules gliales via I'action des enzymes Black, Ebony et Tan. Elle peut aussi
étre métabolisée en NADA par I'aaNAT, ce qui diverge des mammiferes utilisant les enzymes COMT et
MAO pour dégrader la DA en composés inactifs. aaNAT : aralkylamine N-acétyltransférase ; DAT :
Transporteur de DA ; Ddc: Dopa décarboxylase; NADA : N-acétyl dopamine; NBAD : N-B-alanyl
dopamine ; VMAT : Transporteur vésiculaire des monoamines ; TH : Tyrosine hydroxylase.

Il est important de noter que la DA périphérique des cellules de I’hypoderme qui
participe a la production de mélanine est synthétisée via les mémes processus que la
DA du SNC, contrairement aux mammiferes (Wright, 1987). Deux isoformes différentes
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de la TH ont ainsi été détectées, I'une spécifique du SNC et I'autre de I"hypoderme
(Birman et al., 1994 ; Friggi-Grelin et al., 2003b), ce qui est également le cas pour la
Ddc (Morgan et al, 1986). La DA périphérique joue un role essentiel dans la
pigmentation et le durcissement de la cuticule. Par exemple, des mutations nulles des
génes pale et Ddc entrainent I'apparition d’embryons non pigmentés et Iétaux en
raison d’une cuticule non fonctionnelle. Les genes black, tan et ebony ont eux été
nommés en fonction de la couleur de pigmentation procurée par leur mutation

réciproque.

Chez la drosophile, 4 récepteurs de la DA couplés aux protéines G ont été identifiés :
un récepteur homologue au récepteur de type Di des mammiferes,
dDA1/Dumb/Dop1R1 (Gotzes et al., 1994 ; Sugamori et al., 1995), un récepteur Di-like
propre aux invertébrés, DAMB/Dop1R2 (Feng et al., 1996 ; Han et al., 1996 ; Mustard
et al., 2005), un récepteur homologue au récepteur de type D, des mammiferes,
dD2R/Dop2R (Hearn et al., 2002) et un récepteur non canonique, DopEcR (Srivastava
et al., 2005). Comme chez les mammiferes, les récepteurs D1 et D1-like activent la voie
AMPc alors que le récepteur D, I'inhibe. De plus, ce dernier est aussi un autorécepteur
(Vickrey & Venton, 2011). Ces rDA sont largement enrichis dans les MB et le complexe
central, et ils participent a de nombreuses fonctions analogues a celles des rDA de
I'Homme qui seront décrites dans la section ci-dessous (Kim et al., 2003 ; Kim et al.,
2007 ; Karam et al., 2019). Le récepteur DopEcR est quant a lui un récepteur particulier
ayant une forte affinité pour la DA mais aussi pour I'ecdysone, I’hormone stéroide
majeure des insectes. Il a d’ailleurs une plus grande homologie avec les récepteurs B-
adrénergiques qu’avec les récepteurs DAergiques des mammiféres (Srivastava et al.,

2005).

4.3 Fonctions

De méme que chez les mammiféres, la DA joue un role essentiel dans le soutien de

fonctions variées chez Ila drosophile. Des manipulations génétiques ou
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pharmacologiques de I'activité basale DAergique ont permis de mettre en évidence
I'altération de nombreux comportements. Nous nous intéresserons ici plus
particulierement au comportement locomoteur et au sommeil, paramétres que nous

avons étudiés dans ce projet de thése.

e Activité basale et locomotion spontanée

Plusieurs études ont permis de montrer que des variations des niveaux de DA peuvent
modifier I'activité basale et la locomotion spontanée des drosophiles. En effet, des
drosophiles dont la DA a été supprimée du SNC sont viables mais présentent une
activité locomotrice spontanée réduite (Riemensperger et al.,, 2011 ; Cichewicz et al.,
2017). De méme, des mutants pour le récepteur dDA1 montrent une hypoactivité
nocturne (Lebestky et al., 2009) mais aussi une diminution de toilettage (Pitmon et al.,
2016). Enfin, I'inactivation de la transmission synaptique dans un large nombre de nDA
par I'expression de la toxine tétanique (TTN) réduit drastiquement la locomotion des

drosophiles (Alekseyenko et al., 2013).

A l'inverse, la suppression du géne fumin codant pour le transporteur DAT entraine
une hyperactivité de jour comme de nuit, liée a une augmentation de DA dans la fente
synaptique et donc probablement a une suractivation des rDA (Kume et al., 2005). Une
étude corrobore ainsi avec cette idée : une hyperactivité nocturne a été repérée apres
stimulation persistante du récepteur dD2R avec un agoniste, la bromocriptine (Lee et
al., 2013). Une surexpression de VMAT produit le méme effet, inversé par |'application
d’un antagoniste DAergique (Chang et al., 2006). Enfin, la libération de DA stimulée
optogénétiquement entraine une augmentation instantanée et transitoire de I'activité

locomotrice (Lima & Miesenbdck, 2005).

Ainsi, des niveaux plus élevés de DA sont liés a une activité locomotrice spontanée plus

élevée et inversement, des niveaux de DA plus faibles entrainent une diminution de la
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locomotion. Les effets de la DA sur ce comportement sont en partie dus a son role

dans les états d’éveil et de sommeil (van Swinderen & Andretic, 2011).

e Etats d’éveil et de sommeil

En corrélation avec les descriptions précédentes, les mutants sans DA montrent une
augmentation du temps de sommeil (Riemensperger et al., 2011) alors que les
mutants fumin, comme leur nom l'indique en japonais - « sans sommeil » - ont un
temps de sommeil trés réduit (Kume et al., 2005). De plus, une souche de drosophile
construite pour étre insomniaque, avec seulement 60 minutes de sommeil par jour,
présente des niveaux élevés de DA (Seugnet et al., 2009a). Ainsi, la DA serait un
médiateur de I'éveil (Birman, 2005 ; van Swinderen & Andretic, 2011 ; Kumar et al,,
2012). Comme chez les mammiféres, on suppose que les niveaux de DA doivent
sensiblement varier en fonction du jour et de la nuit dans des populations neuronales
précises, mais de facon certainement différente étant donné que la drosophile

présente des phases de sommeil diurnes et nocturnes.

Plusieurs études ont montré que le récepteur dDA1 serait largement impliqué dans les
états de veille et de sommeil. En effet, un mutant pour ce récepteur montre une
augmentation du temps sommeil, de jour comme de nuit (Lebestky et al., 2009). Plus
précisément, I'expression de dDA1 dans les MB est impliquée dans le sommeil de jour
(Jiang et al., 2016) et son expression dans les corps en éventail du complexe central
joue un réle dans le sommeil nocturne (Ueno et al., 2012), comme cela a été démontré
grace a des surexpressions spécifiques de dDA1 dans ces deux structures en contexte

mutant pour ce récepteur.

Comme chez 'Homme, l'ingestion de caféine promeut I'éveil chez la drosophile,
notamment en augmentant I'activité des neurones du PAM (Nall et al., 2016). De plus,

la caféine n’a aucun effet sur le sommeil en absence de I'expression du récepteur
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dDA1 dans les MB, ce qui démontre réellement que son action sur I'éveil est médiée

par la signalisation DAergique (Andretic et al., 2008).

e Locomotion induite par un choc

L'induction d’un stimulus mécanique sur un tube de drosophiles augmente son activité
locomotrice et provoque un comportement réflexe et naturel de s’éloigner du centre
de la Terre, nommé « géotaxie négative ». Ce comportement, qualifié de réactivité
locomotrice (Connolly, 1967 ; Jordan et al., 2006 ; Sun et al., 2018b), est évalué
classiquement par un test de SING (Startle-induced negative geotaxis), décrit dans le
chapitre II. Les drosophiles ont naturellement un déficit locomoteur au cours de leur

vieillissement, qui est facilement mesuré par ce test.

Les nDA tiennent un réle important dans ce réflexe locomoteur, notamment un groupe
de 15 neurones du PAM. En effet, I'inactivation de la TH par un ARN double-brin
uniquement dans ce groupe de neurones suffit a induire une accélération des déficits
locomoteurs liés a I'age, tout comme I'expression de I'a-synucléine A30P
(Riemensperger et al., 2013). Les drosophiles déficientes en DA dans le SNC montrent
également un déclin locomoteur tres précoce, des les premiers jours de vie
(Riemensperger et al., 2011). De plus, I'expression de la TTN dans les nDA induit une
diminution des performances locomotrices (Friggi-Grelin et al., 2003a). Il semble donc
gu’une diminution de la signalisation DAergique soit associée a un défaut de réactivité

locomotrice.

Cependant, l'augmentation de la signalisation DAergique semble aussi affecter ce
comportement négativement. L'expression du canal cationique inductible par la
chaleur dTrpAl dans les nDA, induisant une stimulation vive des nDA, affecte
sévérement les performances locomotrices des drosophiles (Sun et al., 2018b). Ce
dernier article montre en outre qu’une diminution spécifique du récepteur dDA1 par

ARNi dans les MB permet de sauver ce phénotype, ce qui n’est pas le cas avec le
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récepteur DAMB. Ainsi, la régulation des capacités locomotrices dépendrait
spécifiguement de la signalisation DAergique médiée par le récepteur dDA1 dans les

MB.

Tableau 4 : Récapitulatif des conséquences d’altérations de la signalisation dopaminergique sur I'activité
locomotrice spontanée, le sommeil et la réactivité locomotrice

Activité locomotrice . Réactivité
Sommeil

spontanée locomotrice

Augmentation de
2 N N
DA
Diminution de DA Y| A A
Augmentation des
. 2 A] N
récepteurs
Diminution des
i N 2 2
récepteurs

e Apprentissage et mémoire

Comme décrit précédemment, les récepteurs DAergiques de drosophile sont
particulierement enrichis dans les MB. De ce fait, la signalisation DAergique joue un
role important dans I'apprentissage associatif et la mémorisation (Waddell, 2010).
Notamment, I'apprentissage est médié préférentiellement par le récepteur dDA1 et
I'oubli par le récepteur DAMB (Himmelreich et al., 2017). |l a été montré que dDA1 est
important aussi bien pour I'apprentissage olfactif appétitif qu’aversif (Kim et al., 2007)
ainsi que pour |'apprentissage visuel (Seugnet et al, 2008). La suppression du
récepteur dD2R en position pré ou post-synaptique affecte aussi ces deux types
d’apprentissage olfactif (Qi & Lee, 2014). De plus, des nDA bien précis projetant vers
les MB ont pu étre détectés comme ayant un réle dans I'apprentissage appétitif et
aversif (Aso et al., 2010 ; Liu et al., 2012a) et dans la formation de mémoire a court et
long terme (Plagais et al., 2012 ; Yamagata et al., 2015). Il semble cependant qu’un

dosage optimal et une régulation spatio-temporelle fine de la DA soit requise car des
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niveaux augmentés ou réduits de DA affectent tout deux négativement la rétention de

la mémoire (Zhang et al., 2008).

Enfin, une étude surprenante dans I'équipe a montré que des drosophiles déficientes
en DA dans le SNC sont attirées préférentiellement par I'odeur associée a un choc
plutét que I'odeur neutre (Riemensperger et al., 2011). Cette tendance qualifiée de
« masochiste » dans l'article n’est pas sans rappeler le comportement d’automutilation

observé chez les patients LN.

e Autres fonctions

La DA a également un réle dans les addictions. L'exposition a diverses substances
chimiques ciblant le systeme DAergique comme la caféine (Wu et al., 2009), I'alcool, la
nicotine et la cocaine (McCLung & Hirsh, 1998 ; Bainton et al., 2000 ; Rothenfluh &
Heberlein, 2002), ou les méthamphétamines (Andretic et al., 2005), produit des
réponses comportementales identiques a celles de I’'Homme. Elle est aussi impliquée
dans le comportement de cour (Liu et al., 2008), I'attention et la prise de décision (Ye
et al., 2004 ; Zhang et al., 2007), la motivation et la récompense (Burke et al., 2012 ;
Yamagata et al., 2016), la prise alimentaire (Marella et al., 2012) et I'agressivité

(Alekseyenko et al., 2013) chez la drosophile.

5. Le métabolisme des purines chez la drosophile

5.1 Syntheése, recyclage et catabolisme des purines

e La synthese de novo

La voie de synthése de novo a été entiérement conservée de la drosophile a 'THomme.
On retrouve les mémes enzymes codées par des génes homologues, notamment Prat,

ade2, ade3 et ade5 dont les pertes de fonctions ont été étudiées plus en détail
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(Henikoff et al., 1986 ; Clark, 1994 ; O’Donnell et al., 2000 ; Malmanche & Clark, 2004).
Des mutations homozygotes de ces genes entrainent toutes une létalité au stade
pupal, pouvant étre sauvée par I'addition de nucléotides, nucléosides ou purines dans
le milieu nutritif (Henikoff et al, 1986 ; Holland et al, 2011). Ceci démontre
I'importance primordiale de la voie de synthése de novo dans la métamorphose de la

drosophile.

e Lavoie de recyclage

Les seules études ayant été réalisées sur la voie de recyclage des purines chez
Drosophila melanogaster remontent aux années 70-80. C’est Jean-Louis Becker qui
s’intéressa tout d’abord a ce sujet et publia ses premiers résultats en 1974. Par une
technique d’autoradiographie sur des cellules de drosophiles en culture, il révéla une
absence d’activité HGPRT, les cellules n’incorporant ni I’hypoxanthine-C*, ni la
guanine-H?> (Becker, 1974a). Une forte activité Aprt fut par contre relevée, par
incorporation d’adénine-C'4. 1l établit par la suite un schéma global des voies
d’interconversions des purines chez la drosophile en fonction des dosages des
différentes enzymes effectués sur des cellules embryonnaires, puis sur des extraits
larvaires et adultes (Becker, 1974b). Il confirma ainsi que la seule différence notable
entre la voie de recyclage de 'Homme et celle de la drosophile est cette absence

d’activité HGPRT.

Cependant, il mit en évidence en 1978 qu’une activité HGPRT pouvait étre détectée
sous certaines conditions de cultures des cellules, comme I'ajout d’azasérine (un
inhibiteur de la synthese de novo), la dialyse, le traitement par charbon actif ou un
choc thermique (Becker, 1978 ; Becker, 1980). Ceci reste toutefois peu probable étant
donné qu’avec l'arrivée du séquencage du génome de la drosophile, aucun gene

homologue a ’'HGPRT n’a pu étre détecté.
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Johnson, Nash et Henderson compléterent le schéma métabolique en analysant les
taux de conversion des différents composés a bases puriques chez la larve de
drosophile (Johnson et al., 1980a-c). Quelques années plus tard, le géne Aprt fut isolé
et décrit en position 62B9 du chromosome 3L (Johnson et al., 1987). Celui-ci partage
plus de 40% d’identité et plus de 80% de similarité avec le gene humain. Sa séquence
codante contient 546 nucléotides et est traduite en Aprt, une protéine de 20 kDa et
182 acides aminés, seule enzyme a priori capable de recycler les purines (ici I'adénine)
chez la drosophile. Un mutant pour ce géne, Aprt>, a été découvert grace a sa
résistance a la 7H-purine, une purine normalement toxique pour les organismes
possédant une Aprt fonctionnelle (Johnson & Friedman, 1981, 1983). Ce mutant a été
initialement généré par traitement a I’éthylméthylsulfonate (EMS, un agent chimique
mutagéne). Aucune étude n’a été réalisée a notre connaissance sur ce mutant depuis

son identification.

e Le catabolisme des purines

Concernant le catabolisme, la drosophile, comme les mammiferes non primates,
possede I'enzyme urate oxydase capable de dégrader I'acide urique en allantoine
(Friedman, 1973, Wallrath et al., 1990). Cette enzyme, qui a été perdue dans I'espéece
humaine (Varela-Echavarria et al., 1988 ; Alvarez-Lario & Maccarrén-Vicente, 2010),
n’est exprimée que dans les tubes de Malpighi chez la drosophile. Le reste de la voie
de dégradation des purines est entierement conservé (Hodge & Glassman, 1967ab).
L'ingestion d’allopurinol par les drosophiles entraine une accumulation d’hypoxanthine
et de xanthine, et une diminution d’acide urique et d’allantoine, démontrant que cette

molécule est capable d’inhiber [la XO comme chez ’'Homme (Bratty et al., 2011).

Un schéma récapitulant I’état actuel des connaissances sur le métabolisme des purines

chez la drosophile est présenté en Figure 26.
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Figure 26 : Métabolisme des purines chez Drosophila melanogaster

Deux différences majeures distinguent le métabolisme des purines de drosophile de celui de 'Homme.
Premiérement, la drosophile est capable de dégrader I'acide urique en allantoine grace a I'enzyme urate
oxydase, qui a été perdue au cours de I'évolution des primates. Deuxiemement, la drosophile ne
possede pas de géne codant pour I'enzyme HGPRT, et aucune autre enzyme fonctionnellement
identique n’a pu étre détectée. Il semble donc que I’Aprt soit la seule enzyme capable de recycler les
purines chez la drosophile.

5.2 Récepteurs et transporteurs associés au métabolisme des purines

Les récepteurs de I’ATP P2X et P2Y n’ont pas d’homologues connus chez la drosophile
(Schulz & Schoneberg, 2003 ; Fountain, 2013). Ainsi, le seul récepteur purinergique
décrit a ce jour est un récepteur de I'adénosine. Contrairement a I’'Homme qui en
posséde 4 sous-types, la drosophile n’en a qu’un, nommé AdoR (Brody & Cravchik,
2000). Il est codé par le géne du méme nom positionné en région 99D8 du
chromosome 3R. De méme que chez I’'Homme, ce récepteur est couplé aux protéines
G et est fortement exprimé dans le SNC. Il présente une plus forte homologie avec le
récepteur Axa (38% d’identité) et agit de la méme fagon en stimulant la voie AMPc
mais aussi la libération de calcium (Dolezelova et al., 2007 ; Kucerova et al., 2012). Sa

surexpression ubiquitaire entraine une |étalité au stade larvaire. Certaines
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surexpressions plus spécifiques permettent la survie jusqu’au stade adulte mais les
mouches présentent des malformations des ailes ou du thorax. Ce phénotype peut
étre sauvé partiellement par injection d’adénosine désaminase, permettant de
diminuer I'adénosine extracellulaire en la convertissant en inosine (Dolezelova et al.,
2007). Par contre, des mutations du récepteur AdoR sont viables (Wu et al., 2009),
mais présente aussi des altérations comportementales, notamment d’apprentissage

associatif (Knight et al., 2010).

Concernant les transporteurs, trois genes codant pour les ENT, Entl, Ent2 et Ent3, et
deux codant pour les CNT, Cnt1 et Cnt2, ont été décrits chez la drosophile (Sankar et
al., 2002). Seul Ent2 a été caractérisé comme transportant réellement des nucléosides
entre les espaces extra et intracellulaires (Machado et al., 2006). Des mutants nuls de
ce récepteur sont létaux, tandis que des mutants hypomorphes sont viables mais
présentent des altérations de |'apprentissage associatif et de la transmission

synaptique (Knight et al., 2010).

5.3 Interactions entre systéemes purinergique et dopaminergique chez la drosophile

Les interactions purine-dopamine chez la drosophile ont été trés peu étudiées. Une
seule publication a ce jour a montré un lien régulateur direct entre le récepteur AdoR
et les neurones DAergiques, chez la larve de drosophile (Ma et al., 2016). Cette étude
montre que I'octopamine et la tyramine inhibent les nDA via un mécanisme dépendant
du récepteur AdoR. Les auteurs proposent que I'entrée de calcium astrocytaire induite
par la liaison de ces neurotransmetteurs entrainerait une libération d’ATP par les
astrocytes, qui est alors hydrolysé en adénosine. L’adénosine stimulerait son récepteur

AdoR présent a la membrane des nDA, ce qui inhiberait ces derniers (Figure 27).
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Figure 27 : Modele proposé d’inhibition des neurones dopaminergiques via le récepteur AdoR

Des informations olfactives et mécanosensorielles entrainent une libération d’octopamine et de
tyramine par les neurones Tdc2*. Ces neurotransmetteurs activent leur récepteur a la membrane des
astrocytes, ce qui induit une entrée de Ca?* via le canal Wtrw. L’augmentation de Ca?* dans I'astrocyte
serait suffisante pour inhiber les nDA par un mécanisme dépendant du récepteur AdoR, via
probablement la libération d’ATP et son hydrolyse en adénosine dans I'espace extracellulaire. Ce
processus serait essentiel pour certains comportements de la larve. Tdc2*: neurones exprimant la
tyrosine décarboxylase; Wtrw : canal de potentiel transitoire Water witch. (Ma et al, 2016).
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Objectifs de la these

La voie de recyclage des purines permet de récupérer les bases puriques préformées,
dérivées du régime alimentaire ou de la dégradation des nucléotides, évitant ainsi le
colit énergétique de la syntheése de novo. Elle est utilisée par tous les organismes
vivants, de facon plus ou moins importante en fonction des tissus. Les deux enzymes
impliquées dans cette voie chez les mammiferes sont I’APRT et I’'HGPRT. Chez
I'Homme, un déficit complet ou quasi complet en HGPRT est responsable de la maladie
de Lesch-Nyhan (MLN), une pathologie génétique rare affectant essentiellement les
garcons, caractérisée par une hyperuricémie et des troubles neurocomportementaux

tels qu’une dystonie, une spasticité et une automutilation compulsive.

Des études ont montré que les patients atteints de MLN présentent une forte
réduction des niveaux de DA dans les ganglions de la base, probablement liée a une
diminution de I'expression du phénotype DAergique. Bien que de nombreuses théories
aient été proposées quant aux mécanismes liant le recyclage des purines et le systéeme
DAergique, aucune n’a pour le moment recu validation et le développement de
thérapies reste inexistant. Une autre contrainte réside dans le fait qu’un déficit en
HGPRT chez les rongeurs n'induit pas de défauts neurocomportementaux comparables
a ceux observés chez les patients. Le développement de nouveaux modeles in vivo est
donc crucial afin de mieux comprendre la MLN et progresser dans le traitement de
cette maladie. Bien que l'importance de [I'utilisation de la drosophile dans la
modélisation de maladies rares soit reconnue (Oriel & Lasko, 2018), un modele de la
MLN chez cet organisme n’a jamais été développé, et I'exploration d’un lien entre le
recyclage des purines et le systéme DAergique n’a pas été réalisée a ce jour dans un

modeéle invertébré.

Les objectifs généraux de mon projet de doctorat étaient ainsi d'analyser les liens
entre la voie de recyclage des purines et le systeme DAergique de la drosophile et de
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développer des modeles d’étude de la MLN chez cet organisme génétiquement
modifiable, dans I'espoir d'identifier de nouveaux mécanismes et cibles thérapeutiques

pour avancer dans la compréhension et le traitement de ce syndrome.

Mon projet de these s'est concentré sur les trois objectifs spécifiques suivants :

1. L'étude des interactions réciproques entre le recyclage des purines et le
systéme DAergique chez la drosophile. Nous avons étudié I'effet de perturbations
génétiques du systéme purinergique sur le systeme dopaminergique et inversement,
en utilisant des drosophiles mutantes pour I’Aprt ou surexprimant cette enzyme, des
drosophiles déficientes en DA dans le SNC et des mutants de récepteurs de la DA et de

I’adénosine.

2. L'analyse des conséquences d’un déficit en Aprt sur la longévité, le
métabolisme des purines et sur divers comportements (moteur, sommeil, épilepsie).
Comme I'HGPRT n’a pas d’homologue chez la drosophile, nous avons émis I’"hypothése

, e . .
qu’un déficit en Aprt, seule enzyme de la voie de recyclage des purines chez cet
organisme, pourrait avoir des conséquences comparables a celles induites par

I’absence d’"HGPRT chez ’'Homme.

3. La construction de drosophiles transgéniques exprimant I'HGPRT humaine
native ou une forme mutante pathogéne de cette enzyme associée a la MLN dans le
SNC. Les conséquences de ces expressions sur des marqueurs du systeme DAergique

et sur les comportements moteurs ont été analysées.

Les résultats de ces différentes études sont regroupés au sein de deux articles en voie

de soumission qui sont présentés dans la partie Résultats de ce mémoire
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Matériels et Méthodes

1. Culture des drosophiles

Les drosophiles sont élevées en tubes ou bouteilles standard contenant un milieu
nutritif composé de farine de mais (6,7%), de levure (6%), d’agar (2,25%) et d’un
antifongique (0,33%, 4-hydroxybenzoate de méthyle ou méthylparabéne). Elles sont

conservées dans un incubateur a 25°C alternant des cycles lumiére/obscurité de 12 h.

Pour certaines expériences, des conditions nutritives particulieres ont été
appliquées par I'ajout de certains composés :

- pour la normalisation des niveaux d’acide urique, de I'allopurinol (A8003,
Sigma Aldrich) a été dilué dans le milieu nutritif standard a 100 ug/ml et les
drosophiles ont été placées 5 jours sur ce milieu avant extraction des métabolites.

- pour les expériences de sauvetage de la sensibilité au choc (bang sensitivity),
de la N®-méthyladénosine (m®A - QB-1055, Combi-Blocks) et de I'adénosine (ado,
A9251, Sigma Aldrich) ont été diluées dans le milieu nutritif a une concentration finale
de 500 puM. Les drosophiles ont été exposées a ce milieu soit 5 jours avant le test, soit
durant tout le développement larvaire. Dans ce second cas, les lignées parentales ont
été placées sur ces milieux enrichis pour pondre leurs ceufs afin que la progéniture soit
exposée aux différents composés durant tout le développement. Au stade adulte, la
progéniture a été collectée et déposée sur un milieu standard jusqu’a 5 jours avant le
test, ou elle a été de nouveau placée sur un milieu enrichi en ado ou m°A aux mémes
concentrations.

- pour les expériences de RT-gPCR aprés supplémentation d’ado, celle-ci a été
diluée dans le milieu nutritif a une concentration finale de 2 mM. Les drosophiles ont

été exposées a I'age adulte durant 48h, avant extraction.

Pour certaines expériences, des conditions d’élevage particulieres ont été utilisées.
Afin de restreindre temporellement I'expression du gene d’intérét au stade adulte, le
systéme TARGET utilisant I'outil thermosensible Gal80ts a été employé (McGuire et al.,

2003). Les drosophiles ont été élevées a température permissive (18°C), ou la protéine
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Gal80ts bloque I'activité transcriptionnelle du Gal4, empéchant I'expression du géne
d’intérét. Elles ont ensuite été placées pendant 3 jours avant le test a température
restrictive (30°C) afin que le Gal80ts soit inactivé et permette au Gal4 d’induire

I’expression du gene d’intérét.

2. Lignées génétiques utilisées

La lignée Canton-S (aux yeux rouges) a été utilisée comme contréle des souches
mutantes, et la lignée white'*'® (w!!8) (Oregon-R, aux yeux blancs) a été utilisée

comme lignée controle pour les croisements.

Le test correspond a la descendance du croisement de femelles vierges « pilote
d’expression Gal4 » avec des males de la lignée « effectrice UAS ». Le contrdle de la
lignée pilote d’expression est obtenu en croisant des femelles vierges « pilote
d’expression Gal4 » avec des males w!'!8, Le contréle de la lignée effectrice est obtenu

1118 avec des males de la lignée « effectrice UAS ».

en croisant des femelles vierges w
Par convention, on note par exemple elav>Aprt le résultat du croisement elav-Gal4 x
UAS-Aprt, signifiant qu’on surexprime I’Aprt dans tous les neurones. Les controles sont
alors notés elav-Gald/+ et UAS-Aprt/+, le «+» correspondant aux descendants du

croisement avec la lignée contrdle sauvage w8,

Les lignées mutantes, pilotes d’expression et effectrices utilisées dans notre étude sont

décrites dans le tableau ci-dessous :
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Tableau 5 : Liste des lignées de drosophiles utilisées

BDSC : Bloomington Drosophila Stock Center

VDRC : Vienna Drosophila Resource Center

Lignées Description

AdoRXG03%4ex (3lias
AdoR KGex)

Aprt®

Canton-S

damb?

Df Aprt (Df(3L)ED4284)

Df Aprt (Df(3L)BSC365)

w ; UAS-DTHg*;
ple*?/TM6B

dumb? = dDA102676

W1118

Lignées Gald
238Y-Gal4
24B-Gal4

da-Gal4

w, Ddc-Gal4; TH-Gal4,
ple*!//TM6B

EAAT1-Gal4

elav-Gal4
elav-Gal4; UAS-Dcr-2

MZ0709-Gal4
NP6510-Gal4
NP6520-Gal4
R58E02-Gal4
R76F05-Gal4

repo-Gal4

TH-Gal4

Mutant « nul » du récepteur adénosinergique AdoR (BDSC #30868)

Mutant « nul » de I’enzyme du recyclage des purines Aprt (BDSC #6882)
Souche sauvage de référence — yeux rouges

Mutant du récepteur DAergique de type D;-like DAMB (Selcho et al., 2009)
Déficience recouvrant I’Aprt en 62B4-B12 (BDSC #8056)

Seconde déficience recouvrant I’Aprt en 62B7-D3 (BDSC #24389)

Lignée permettant d’obtenir les drosophiles déficientes en dopamine par

croisement avec la lignée w, Ddc-Gal4; TH-Gal4, ple2/TM6B
(Riemensperger et al., 2011)

Mutant du récepteur DAergique de type D; dDA1 (Kim et al., 2003)
Souche sauvage contrdle — yeux blancs

Corps pédonculés
Musculaire

Ubiquitaire

Lignée permettant d’obtenir les drosophiles déficientes en dopamine par

croisement avec la lignée w ; UAS-DTHg™*; ple*/TM6B (Riemensperger et al.,
2011)

Astrocytes exprimant le transporteur EAAT1 (Rival et al. 2004)

Pan-neuronal (elavess, BDSC #458)

Pan-neuronal, combiné a un Dicer-2 permettant une meilleure efficacité
des ARN; (BDSC #25750)

Glie engainante

15 neurones DAergiques du groupe PAM (Riemensperger et al., 2013)
Glie engainante

Neurones du groupe PAM (~80%)

Neurones du groupe PAM

Pan-glial (Sepp et al., 2001)

Neurones DAergiques, excepté une majeure partie des neurones du
groupe PAM (Friggi-Grelin et al., 2003a)
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TH-Gal4, R58E02-Gal4 Tous les neurones DAergiques (Sun et al., 2018b)
TRH-Gal4 Neurones sérotoninergiques (Cassar et al., 2015)
tub-Gal80": da-Gald ;Jolf):;]uitaire, permettant une expression temporelle précise (McGuire et al.,
VT30559-Gal4 Corps pédonculés
nées s foncin
UAS-AprtRNAi Inactivation du géne Aprt (VDRC #106836/KK)
UAS-Aprt Surexpression de I’Aprt (ce travail)
UAS-dDAIRNAI Inactivation du récepteur DAergique dDA1 (BDSC #55239)
UAS-HPRT-WT Surexpression de I’HPRT sauvage (ce travail)
UAS-HPRT-142T Surexpression de ’'HPRT mutée 142T (ce travail)

3. Construction de la lignée permettant la surexpression de I’Aprt

Nous nous sommes dans un premier temps procuré un clone contenant le transgene
de drosophile UAS-Aprt-His (clone UFO04831) étiqueté par un tag histidine (His) en
position C-terminale disponible chez DGRC (Drosophila Genomics Resource Center),
que nous avons amplifié par transformation bactérienne puis envoyé a la société
BestGene Inc. pour insertion dans le génome de la drosophile. Il s’est avéré par la suite
que les lignées obtenues, bien qu’exprimant fortement I'’ARNm Aprt-His, ne
surexprimaient pas l'activité de I'enzyme. Nous en avons déduit que le tag histidine

(his) en position C-terminale inhibait probablement I'activité de I’Aprt.

Nous avons donc commandé un clone d’ADNc d’Aprt de drosophile non étiqueté
(clone BDGP ORF BS15201) chez DGRC, que nous devions cette fois insérer dans un
vecteur UAS pour pouvoir le surexprimer chez la drosophile. Le protocole d’In-Fusion®
HD Cloning Kit (Takara Bio) a été utilisé selon les instructions du fournisseur. L'insert
Aprt (549 paires de bases) a été amplifié en utilisant des oligonucléotides auxquels des
sites de restriction ont été ajoutés (Tableau 6). Les fragments PCR ont été insérés dans

un vecteur pUASTattB (Bischof et al., 2007) pour une insertion a un site précis, et
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vérifiées par séquengage (Eurofins Genomics). Le plasmide UAS-Aprt a ensuite été
envoyé a BestGene pour insertion dans le génome de drosophile sur le chromosome 2

(site d’insertion attp14).

Tableau 6 : Séquences d’oligonucléotides utilisées pour le clonage de 'UAS-Aprt de drosophile

Geéne | Oligonucléotides Séquences*
Aprt P1-EcoRlI (sens) 5’-AGGGAATTGGGAATTCGTTATCAGTCGACATGAGCCC

Aprt P2-Xbal (anti-sens) 5’-ACAAAGATCCTCTAGATCTAGAAAGCTTTCAGTACTTAATG

*Les sites de restriction ajoutés sont en gras.

4. Construction des lignées transgéniques HPRT WT et 142T

e Lignées HPRT taggées

Des clones contenant des ADNc humains de I’'HPRT native et mutée 142T nous ont été
gracieusement envoyés par le Dr. Hyder A. Jinnah (Emory University, GA, USA). L'ADNc
HPRT 142T regu comportant une séquence tag 6xHis-Lumio en position N-terminale,
nous avons dans un premier temps réalisé les constructions avec 'ADNc de 'HPRT WT

taggé également.

Les ADNc HPRT WT et 142T humains taggés (711 paires de bases) ont été amplifiés en
utilisant des oligonucléotides auxquels des sites de restriction ont été ajoutés (Tableau
7). La séquence en amont du codon d’initiation ATG dans I'oligonucléotide sens a été
modifiée pour correspondre a la séquence consensus de drosophile afin de s’assurer
du bon démarrage de la traduction. Les fragments PCR ont été insérés dans un vecteur
pUASTattB (Bischof et al., 2007) pour une insertion au méme site, et vérifiées par
séquencage. Ces étapes ont été réalisées comme précédemment avec le kit In-Fusion.
Les plasmides UAS-t-HPRT-WT et UAS-t-HPRT-142T ont ensuite été envoyés a BestGene
pour insertion dans le génome de drosophile sur le chromosome 2 (site d’insertion

attp40).
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Tableau 7 : Séquences d’oligonucléotides utilisées pour le clonage de 'HPRT humaine native et mutée

taggées
Gene | Oligonucléotides Séquences*
HPRT | P1-EcoRlI (sens)** 5’- AGGGAATTGGGAATTCGAGATACAAAATGGGTCACC
HPRT | P2-Xbal (anti-sens) 5’- ACAAAGATCCTCTAGAGCTCGGATCCTTATCATTAC

*Les sites de restriction ajoutés sont en gras.
**Les bases modifiées pour correspondre a la séquence consensus initiatrice de la traduction chez la
drosophile sont soulignées.

Apres analyse des résultats, la séquence Tag His-Lumio s’est avérée pouvoir également
inhiber I'activité de I'enzyme HGPRT comme nous avons pu I'observer pour 'UAS-Aprt
taggé. Nous avons donc recommencé les constructions avec un ADNc de I'HPRT WT
recu non taggé, et nous avons réalisé une mutagenése dirigée pour obtenir la forme

HPRT 142T a partir de la forme HPRT WT.

e Lignées HPRT non taggées

La mutagenese dirigée a été réalisée grace au protocole « Quick Change Il Site-Directed
Mutagenesis Kit » (Agilent Technologies) selon les instructions du fournisseur. Les
séquences d’oligonucléotides utilisées pour créer la mutation 142T sont présentées
dans le tableau 8. LADNc obtenu a été amplifié par transformation bactérienne et

extrait par mini-prep puis séquencé pour vérification de la bonne mutation.

Les ADNc HPRT WT et 142T non taggés (657 paires de bases) ont ensuite été amplifiés
en utilisant des oligonucléotides auxquels des sites de restriction ont été ajoutés
(Tableau 8). La séquence en amont du codon d’initiation ATG dans I'oligonucléotide
sens a été modifiée pour correspondre a la séquence consensus de drosophile afin de
s’assurer du bon démarrage de la traduction, comme précédemment. Les fragments
PCR ont été insérés dans un vecteur pUASTattB (Bischof et al., 2007) pour une
insertion au méme site, et vérifiées par séquencage. Les plasmides UAS-HPRT WT et
UAS-HPRT 142T non taggés ont ensuite été envoyés a BestGene pour insertion dans le

génome de drosophile sur le chromosome 2 (site d’insertion attp40).
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Tableau 8 : Séquences d’oligonucléotides utilisées pour le clonage de I'HPRT humaine native et mutée

Géne Oligonucléotides Séquences*

HPRT-142T | P1-T125C (sens)* 5'-CAGTCCTGTCCATAGTTAGTCCATGAGGAATAAACACCCT

HPRT-142T | P2-T125C (anti-sens) | 5'-AGGGTGTTTATTCCTCATGGACTAACTATGGACAGGACTG

HPRT P1-EcoRl (sens)*** 5’- AGGGAATTGGGAATTCAAGAAGGAGATACAAAATGGC

HPRT P2-Xbal (anti-sens) 5’- ACAAAGATCCTCTAGAGCTCGGATCCTTATCATTAC

*La mutation ajoutée est en rouge.

**|es sites de restriction ajoutés sont en gras.

***| es bases modifiées pour correspondre a la séquence consensus initiatrice de la traduction chez la
drosophile sont soulignées.

5. Dosage des activités enzymatiques Aprt et HGPRT

Les mesures d’activités enzymatiques HGPRT et Aprt ont été adaptées a la drosophile
d’aprés les protocoles établis sur les cellules humaines (Cartier & Hamet, 1968 ;
Ceballos-Picot et al., 2009). Les cinétiques de transformation suivantes ont été
mesurées pour 'HGPRT et I'Aprt, respectivement, grace a des substrats radioactifs
marqués au carbone 14 :
Hypoxanthine-C**+ PRPP = IMP-C!4+ PPi
Adénine-C'*+ PRPP > AMP-C*+ PPi

20 drosophiles entieres, ou 100 tétes, sont broyées dans 250 ulL, ou 200 pL
respectivement, de tampon Tris (110 mM) - MgCl, (10mM) (pH 7.4), immédiatement
congelés a -80°C et gardés a cette température au moins une nuit avant le test. Apres
5 min de microcentrifugation a 13 000 g, la quantité de protéine totale de chaque
surnageant est mesurée en amont du test grace au kit BCA (Bicinchoninic acid protein
assay) (ThermoFisher Scientific) afin de normaliser I'activité enzymatique obtenue. Le
milieu réactionnel contient un volume d’extrait de drosophile, équivalent a 200 ug de
protéines, dilué dans la solution tampon qsp 150 ul, associé a 25 ul d’une solution
radioactive préparée par dilution de 38 pl d’hypoxanthine-C** (25 pCi/ml) dans 1 ml
d’hypoxanthine froide 1,2 mM pour I'HGPRT, ou 50 ul d’une solution radioactive
préparée par dilution de 75 pl d’adénine-C** (50 pCi/ml) dans 1 ml d’adénine froide 1,2
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mM pour I'Aprt. Les réactions sont effectuées a 37°C et démarrées par |'ajout du
cofacteur de la réaction, le PRPP (25 pL, 10 mM). 40 uL du mélange réactionnel est
prélevé aux temps 6, 12, 24 et 36 min et placé dans un tube séparé contenant 25 ul
d’une solution d’arrét (HIE pour 'HGPRT : Hypoxanthine 3 mM, IMP 6 mM, EDTA 200
mM ou AAE pour I’Aprt : Adénine 3 mM, AMP 6 mM, EDTA 200 mM) que I'on chauffe 3
min a 95°C pour stopper la réaction. Les échantillons sont déposés sur des bandes de
cellulose (papier Whatman 3MM) dont l'extrémité est plongée dans un solvant
composé de NH4OH 28% + EDTA 50 mM. Les différents composés radioactifs sont ainsi
séparés par chromatographie verticale pendant environ 1h30. Aprés séchage des
bandes, les substrats et produits sont identifiés sous lampe UV a 254 nm et placés
séparément dans des fioles contenant 2 ml de bioscintillant (VWR), un agent
permettant la révélation de la radioactivité. Le nombre de désintégrations par minute
est compté par un analyseur a scintillation liquide (Tri-Carb 1600 TR, PerkinElmer). Le
pourcentage de transformation est ainsi calculé en fonction du temps, et celui-ci est
convertit en nmol/min/mg de protéine. Etant donné la grande variabilité inter-dosages
observée avec cette technique, les données ont été normalisées et exprimées en %
d’activité par rapport au génotype controle. Les expériences ont été répétées au moins

3 fois pour chaque génotype.

6. Dissection des cerveaux et marquages immunohistochimiques

Les immunomarquages sur cerveaux entiers de drosophile ont été effectué tel que
précédemment décrit (Riemensperger et al., 2011). Des cerveaux adultes de 8-10 jours
sont disséqués dans une solution de Ringer dépourvu d’ions Ca?* (solution
physiologique) et fixés pendant 1 h sous agitation et a température ambiante dans une
solution de paraformaldéhyde (PFA) a 4% diluée dans du PBS 1X (Phosphate Buffer
Saline). lls sont ensuite lavés 3 x 20 min au PBS-Triton X-100 0,5% puis incubés 2 h dans
une solution de blocage de BSA (Bovine serum albumine) 2% diluée dans du PBS-T 0,5%
afin de limiter les liaisons non spécifiques. Les cerveaux sont alors mis en présence de

I’anticorps primaire dilué dans cette méme solution de BSA/PBS-T toute la nuit. Nous

102



Matériels et Méthodes

avons ici utilisé un anticorps primaire monoclonal anti-TH de souris (cat. #22941,
ImmunoStar, 1:1 000). Apres 3x20 min de lavages dans du PBS-T 0,5%, les cerveaux
sont incubés avec l'anticorps secondaire durant 2h a température ambiante, sous
agitation et a I'abri de la lumiére. Nous avons ici utilisé I'anticorps de chevre anti-souris
couplé au fluorophore Alexa 488 (ThermoFisher Scientific, 1:1000). Les cerveaux sont
rincés une derniére fois 3 x 20 min au PBS 1X puis montés entre lame et lamelles dans
une solution retardant I'extinction de la fluorescence (Prolong Gold antifade reagent,

ThermoFisher Scientific).

L'immunomarquage de la dopamine a été effectué comme précédemment décrit
(Riemensperger et al., 2011 ; Cichewicz et al., 2017). Les cerveaux sont disséqués sur
glace dans du PBS 1X et transférés immédiatement pour fixation dans une solution de
glutaraldéhyde (1,25%) et de métabisulfite de sodium (1%) dilués dans du PBS. Les
tissus sont fixés durant 3-4h sur glace puis lavés 3 x 20 min dans du PBS + 1% de
métabisulfite de sodium (solution PM). Une étape de réduction est alors nécessaire
avec 1% de tétrahydruroborate de sodium (NaBHi) durant 40 min a température
ambiante. Les cerveaux sont alors lavés sur glace 2 x 20 min avec la précédente
solution PM puis 1 x 20 min dans cette méme solution a laquelle a été ajouté 0,1% de
BSA et 0,3% de Triton X-100 (solution PMBT). L’étape de blocage s’effectue sur toute la
nuit dans le PMBT auquel est ajouté 1% de sérum de chévre. Les cerveaux sont ensuite
incubés a 4°C durant 24 a 48h dans I'anticorps primaire monoclonal anti-dopamine de
souris (cat #AMO001, GemacBio, 1:100) dilué dans le PMBT. Aprés 3 x 20 min de lavages
a température ambiante dans une solution de PBT (PBS, 0,1% BSA, 0,3% Triton, 0,02%
NaNs), les cerveaux sont mis en présence de I'anticorps secondaire anti-souris Alexa
488 (1:200) dilué dans le PBT durant 24h, a I'obscurité et a 4°C. Le lendemain, 2 x 20
min de lavages au PBT sont effectués, puis un dernier sur la nuit. Enfin, aprés 2 lavages
successifs de 5 min dans du PBS, les cerveaux sont montés dans une solution de 2,2’-

thiodiethanol 65% (Sigma Aldrich).
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Les images ont été acquises grace a un microscope confocal Nikon A1R en prenant soin
de ne pas modifier les paramétres d’acquisition (laser, gain, filtre, pas) pour chaque
expérience. Les niveaux d’intensité de fluorescence moyenne du cerveau entier ont
été quantifiés en utilisant le logiciel Fiji. Un minimum de 6 cerveaux par génotype a été

quantifié au cours d’au moins 3 expériences indépendantes.

7. Extraction d’ARN et reverse transcription-PCR

Pour I’évaluation des niveaux de transcrits par RT-PCR ou RT-gPCR, I'’ARN total a été
isolé suivant la procédure standard d’extraction a partir de 20 a 30 tétes de
drosophiles males collectées et broyées dans 600 pl de tampon de lyse QlAzol (Qiagen)
grace a l'appareil Minilys (Bertin Technologies). Les échantillons sont centrifugés 10
min a 12 000 g et a 4°C afin d’enlever les débris cuticulaires. 120 pL de chloroforme
sont ajoutés au surnageant récupéré. Apres un vif vortex de quelques secondes et 2-3
min a température ambiante, une seconde centrifugation de 15 min a 12 000 g et a
4°C est effectuée. La phase aqueuse en surface est récupérée et 300 pl d’isopropanol y
sont ajoutés. Les tubes sont mélangés par 2-3 inversions a la main puis laissés 15 min a
température ambiante. Une nouvelle centrifugation de 15 min a 12 000 g et a 4°C
permet de récupérer le culot d’ARN. Celui-ci est lavé avec 600 ul d’éthanol 75% que
I'on centrifuge 5 min a 7 500 g, 4°C. Cette étape est répétée une fois pour éliminer le
plus d’'impuretés possibles (traces de phénol, d’isopropanol) puis le culot d’ARN est
dissous dans 20 ul d’eau RNase-free. Enfin les échantillons sont chauffés 10 min a 55°C
afin d’éliminer les traces d’éthanol restantes, et quantifiés par un appareil Quickdrop

(Molecular Devices).

1 pug d’ARN dilué dans 20 pL de volume total a été rétrotranscrit avec le PrimeScript RT

Reagent Kit (Takara Bio) suivant les recommandations du fournisseur.

La PCR classique a été réalisée par amplification d’au moins 750 ng d’ADNc dans 20 ul

finaux de réaction, grace au kit PrimeStar Max DNA Polymerase (Takara Bio) dans
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I'appareil Techne Prime Thermal Cycler (Bibby Scientific). Le programme
d’amplification comprend 30 cycles d’amplification : 10 sec de dénaturation a 98°C, 10
sec d’hybridation a 55°C et 10 sec d’élongation a 72°C. Aprés électrophorése sur gel
d’agarose, les niveaux d’expression des produits PCR ont été mesurés par analyse
densitométrique en utilisant le logiciel Fiji. Les données ont été normalisées par
rapport a I'expression d’un contrdle interne, rp49 (géne codant pour une protéine

ribosomale ubiquitaire chez la drosophile).

La PCR quantitative a été préparée selon les recommandations du kit LightCycler 480
SYBR Green | Master (Roche Molecular Diagnostics) dans des plaques de 96 puits et
dans l'automate correspondant, le LightCycler 480. Environ 40 ng d’ADN
complémentaire est amplifié dans 10 pl finaux de réaction. Le programme
d’amplification comprend une étape initiale de pré-incubation de 10 min a 95°C, puis
45 cycles d’amplification (10 sec de dénaturation a 95°C, 10 sec d’hybridation a 55°C et
20 sec d’élongation a 72°C). Une derniére étape permet de générer des courbes de
fusion (melting curves), indicatrices de qualité des produits PCR (5 sec a 95°C, 1 min a
65°C et une derniere étape continue a 97°C). Les résultats ont été analysés selon la

méthode des 225t et 'expression de chaque géne a été quantifiée relativement 3

I'expression du gene de référence rp49 utilisé comme contréle endogene. Les

séquences d’oligonucléotides utilisées sont présentées dans le Tableau 9 ci-dessous.
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Tableau 9 : Liste des oligonucléotides utilisés pour les RT-PCR et RT-qPCR

Geénes Séquences des oligonucléotides ‘
AdoR (sens) 5’- GGAGAAATTGCGATCGGATGACAC
o)
(anti-sens) 5" - TCTTCAGCGAACTCCGAGTGAATG
A (sens) 5’- AATCAGCGCGGAAGACAAGCTA
r
g (anti-sens) 5" - CCACCTTGCCGATGAGTTCAGT
DAT (sens) 5’- AACAATAGCATCAGCGACGA
(anti-sens) 5’ - CAGGTTATGGCACCCTTACG
dD2R (sens) 5’- GAGCGCAAGGCCACCAAAACA
(anti-sens) 5’ - GGGTTCACAAAGCTGTTGATGTAG
dDA1 (sens) 5’- GCGATCGCTTCATCACGGACT
(anti-sens) 5’ - CCACTGGATCAGTAGGGTAGAG
DAMB (sens) 5’- GCGGTAGTTGCATAGTGGGAT
(anti-sens) 5" - CAAAGAACGTAATGGAGGATG
DTHI (sens) 5’- GGATCGAAAGCCAACCAAGTG
(anti-sens) 5’ - CTTGGGGACCAACTGCGCTTTA
(sens) 5’- CCCCAAACAGCCAAAGGACA
en
(anti-sens) 5" - TAGGGGATCTGCCCGTTCAT
Ent2 (sens) 5’- ACGGCAAGGGATCAACGTC
n
(anti-sens) 5’ - CCGTGCAGCAGGAATATAAAGA
HPRT (sens) 5’- GAGATACAAAATGGCGACCCGCAGCCCT
(anti-sens) 5’ - GCTCGGATCCTTATCATTACTAGGCTTTG
49 (sens) 5’- GACGCTTCAAGGGACAGTATC
r
P (anti-sens) 5" - AAACGCGGTTCTGCATGAG

8. Détection et quantification de I'adénosine

Tests réalisés par le Dr. Sandrine Marie, Cliniques Universitaires Saint-Luc, Bruxelles

Les niveaux d’adénosine ont été déterminés par chromatographie en phase liquide a
ultra performance (UPLC). 30 tétes ou 5 mouches entiéres ont été broyées dans 120 pl
de NaCl 0,9% a l'aide d'un appareil Minilys (Bertin Instruments) et congelées a -80°C
avant le test. Aprés 5 min de microcentrifugation, 20 ul d'acide perchlorique a 10%
sont ajoutés a 70 ul de surnageant et laissés 5 min sur la glace. Aprés une nouvelle
centrifugation, 20 ul d'une solution de neutralisation (K,COs et bleu de bromothymol)

sont ajoutés au surnageant et centrifugés a nouveau, avant injection de 5 pL. Les
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échantillons ont été analysés par UPLC avec détection UV par un Acquity UPLC HSS T3
1,8 um (2,1x150mm) (Waters Corporation). La phase mobile consiste en un tampon A
(30 mM d'acétate d'ammonium, pH 4,0 avec de |'acide heptafluorobutyrique (HPFA) 1
:10 000) et un tampon B (acétonitrile avec HPFA 1 :10 000), avec un débit fixé a 0,3
ml/min. Les conditions chromatographiques sont les suivantes : 3,5 min a 100% du
tampon A, 16,5 min a 6,3% du tampon B, 2 min a 100 % du tampon B et 1 min de
maintien. Le gradient est ensuite ramené pendant 5 min a 100% du tampon A,
rétablissant ainsi les conditions initiales. Les résultats de 3 expériences indépendantes
ont été normalisés par rapport a la concentration totale en protéines puis comparés au

génotype controle.

9. Mesure de la longévité

Les études de longévité ont été effectuées comme précédemment décrit dans I'équipe
(Riemensperger et al., 2011). Les drosophiles adultes sont collectées en 24h maximum
et maintenues dans des conditions standards de culture a 25°C et en cycle jour/nuit de
12h/12h. Elles sont transférées dans des bouteilles fraiches tous les 2-3 jours et le
nombre de mouches survivantes est compté. 3 bouteilles de 50 mouches par génotype

ont été testées et I'expérience a été répétée 3 fois.

10. Détection et quantification des métabolites puriques

Afin d’extraire les métabolites puriques, 40 tétes de chaque génotype sont tout
d’abord broyées dans de I’éthanol a 80%. Ce broyat est ensuite chauffé 3 min a 80°C
puis I'’éthanol est évaporé a I'aide d’un Speedvac. Les résidus secs sont resuspendus
dans de I'eau MilliQ et la quantité de protéines totale pour chague homogénat est

mesurée grace au kit BCA.

La détection des métabolites puriques est réalisée par HPLC couplée a un détecteur a

diodes UV. 20 ul de chaque échantillon sont injectés dans une colonne Nucleosil C18
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de 25 cm de long, 4,6 mm de diametre et 5 um de taille de particules (Interchim). Un
gradient de deux phases mobiles est utilisé, I'une contenant du phosphate de
monopotassium a 50 mM (pH=5) et l'autre un mélange d’acétonitrile et d’eau
(35%/65%). Le flux de circulation de la phase mobile est fixé a 1 ml/min. 7 longueurs
d’onde différentes sont utilisées pour la détection (230, 240, 250, 260, 266, 270 et 280
nm) afin d’obtenir le spectre de chaque composé. Les temps de rétention ainsi que ces
spectres nous permettent d’identifier chaque pic du chromatogramme et d’étre sdr
gue ceux-ci correspondent a un métabolite donné. Pour I'analyse, la hauteur maximale
de chaque pic a été normalisée par rapport a la quantité de protéines totales puis

comparée au génotype controle.

11. Dosage de I’ATP par bioluminescence

La quantité d’ATP a été mesurée par bioluminescence grace a I’ATP Determination Kit
(A22066, ThermoFisher Scientific), dans un bioluminomeétre TriStar 2 Spectrum LB942S
(Berthold Technologies). Ce dosage repose sur la réaction suivante, produisant de la

lumiére en quantité directement proportionnelle a celle d’ATP dans I’échantillon :

Luciférine + ATP + O, % Oxyluciférine + AMP + Pyrophosphate + CO; + lumiere
Luciférase

Les échantillons ont été préparés comme décrit dans I'article de Fergestad et al.
(2006). 30 tétes ou 5 thorax de drosophiles males sont broyés dans 200 pL de
guanidine hydrochloride 6M afin d’inhiber les ATPases. Les homogénats sont chauffés
5 min a 95°C puis centrifugés 5 min a 13000g et 4°C afin de se débarrasser des débris
de cuticules. La quantité de protéines totale dans chaque échantillon est mesurée
grace au kit BCA (Bicinchoninic Acid Protein assay). Chaque surnageant est ensuite
dilué au 1:500 dans un tampon TE (Tris 10 mM - EDTA 1mM, pH 8), et 10 uL sont
déposés dans une plaque 96 puits a fond blanc. 90 uL de solution de réaction standard
contenant la D-luciférine, la luciférase, du DTT (dithiothréitol) et du tampon,
conformément au protocole du fournisseur, sont ajoutés a chaque puits par I'injecteur

et un temps de 15 min est respecté avant lecture de la luminescence. Une courbe
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standard est générée en paralléle a partir de concentrations connues d’ATP. Les

valeurs obtenues sont normalisées par rapport a la quantité de protéines.

12. Mesure des capacités locomotrices (SING test)

Les capacités locomotrices des drosophiles au cours du temps ont été évaluées grace
au test SING (startle-induced negative geotaxis) comme précédemment décrit dans
I’équipe (Rival et al., 2004 ; Riemensperger et al., 2013). Pour chaque génotype, 50
drosophiles adultes sont réparties en 5 groupes de 10 mouches et placées dans des
colonnes transparentes a bout conique d’une longueur de 25 cm et d’'un diametre de
1,5 cm. Un temps de latence de 30 minutes est respecté avant le début de I'expérience
pour permettre aux mouches de s’adapter a ce nouvel environnement. Chaque
colonne est ensuite testée individuellement en induisant un léger choc a la base de Ia
colonne, auquel les drosophiles répondent de facon naturelle et instinctive en
grimpant. Apres une minute, les drosophiles ayant atteint au moins une fois le haut de
la colonne (22 cm) et les drosophiles étant restées au fond de la colonne (en-dessous
de 4 cm) sont comptées. Chaque groupe de mouches est testé 3 fois, a 15 minutes
d’intervalle. L'indice de performance (IP) pour chaque colonne est défini par la formule
suivante : %[1 + (Ntop-Nbot)/Ntot], OU Niot €St le nombre total de mouches dans la colonne,
Nwop le nombre de mouches en haut et npot le nombre de mouches en bas apres 1
minute. Ce test a été réalisé a 1, 8, 10 ou 30 jours suivant les expériences. Les résultats
sont exprimés par la moyenne = SEM des scores obtenus sur minimum 3 expériences

indépendantes.

13. Test de locomotion larvaire

Ce test a été réalisé comme récemment décrit dans I’équipe (Lecompte et al., 2019). 5
larves males de troisieme stade sont testées par génotype. Les males sont identifiés
grace a leurs gonades, visibles en position dorsale. lls sont délicatement placés un par

un sur un gel d’agar (2%) maintenus a 25°C, en-dessous duquel se trouve une grille
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constituée de carreaux de 2 mm de c6té. Apres environ 30 secondes d’adaptation
jusqu’a ce que la larve parvienne a un mouvement régulier, le nombre de salve
péristaltique (contraction musculaire de la paroi du corps) et la distance parcourue par
la larve sont comptés durant 5 minutes. Les résultats sont exprimés par la taille du pas,
c'est-a-dire la distance parcourue (en mm) divisée par la somme des salves

péristaltiques. Les résultats montrent la moyenne de 3 expériences indépendantes.

14. Mesure de I'activité locomotrice spontanée

Les enregistrements d’activité locomotrice spontanée ont été réalisés comme
précédemment décrit dans I'équipe (Vaccaro et al., 2017), grace aux moniteurs
d’activité commercialisés par TriKinetics placés dans des incubateurs a 25°C sous
lumiére blanche standard. Ces moniteurs peuvent contenir jusqu’a 32 tubes en verre
(5 x 65 mm) contenant un milieu d’agar (1,5%) et de sucrose (5%) dans lesquels sont
placées les drosophiles individuellement. Des faisceaux laser infrarouges traversants
chacun des tubes permettent de rapporter I'activité moyenne de chaque mouche. Ces
données sont envoyées a intervalles de temps réguliers a un ordinateur relié au

systéme.

Dans ces conditions, des drosophiles males agées de 8 jours sont maintenues 5-6 jours
sous cycle lumiére/obscurité 12h/12h. Les données sont ensuite analysées grace au
logiciel FaasX (Fly activity analysis suite, developpé par Michel Boudinot, Institut de
Neurobiologie Alfred-Fessard, Gif-sur-Yvette) tel que décrit précédemment (Klarsfeld
et al., 2003). Les histogrammes représentent la distribution journaliére de I'activité des
drosophiles par tranche de 30 minutes, et moyennés pour 32 individus par génotype
au cours de 4-5 cycles de 24 h. La quantification représente la moyenne d’activité de 3

expériences indépendantes en fonction du jour et de la nuit.
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15. Mesure et analyse du sommeil

Expériences réalisées par le Dr. Laurent Seugnet, Centre de Recherche en
Neurosciences de Lyon

Les mesures de sommeil ont été enregistrées grace au systéme de faisceau infrarouge
Trikinetics précédemment décrit, ou au systéeme vidéo DART (Drosophila ARousal
Tracking) (Faville et al., 2015). Des femelles vierges de 2-4 jours sont placées dans les
tubes en verre Trikinetics contenant de la nourriture standard et leurs mouvements
sont enregistrés pendant 5 jours, dans des conditions de cycle lumiére/obscurité de
12h/12h et 50-60% d’humidité. Le sommeil est défini par des périodes d'immobilité de
plus de 5 minutes (Dubowy & Sehgal, 2017). Il a été calculé par une macro Excel pour
les données de faisceau infrarouge et avec le logiciel DART pour les données vidéo.
Chaque expérience comprenait au moins 14 mouches par génotype et a été répétée 2

a 3 fois avec des groupes de mouches indépendants.

16. Test de sensibilité au choc (bang sensitivity)

Le test de bang-sensitivité (BS) est communément utilisé chez la drosophile pour
modéliser des comportements épileptiques (Howlett et al.,, 2013). En effet, les
drosophiles mutantes sensibles aux chocs mécaniques intenses tombent sur leur face
dorsale et alternent des phases de paralysie et d’épilepsie avant de parvenir aprés un

certain temps a se remettre sur leurs pattes.

Pour chaque génotype, 50 drosophiles adultes de 30 jours sont divisées en 5 groupes
de 10 mouches et placées dans des tubes vides. Aprés 20-25 minutes d’habituation,
chaque tube est vortexé 10 sec a 2 500 rpm et le temps de rétablissement de chaque
mouche sur ses pattes est calculé. Les résultats sont exprimés par la moyenne + SEM

des temps obtenus dans au moins 3 expériences indépendantes.
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17. Quantification de la dopamine

Les niveaux de dopamine cérébrale ont été déterminés par HPLC comme
précédemment décrit (Hardie & Hirsh, 2006 ; Riemensperger et al., 2011). Aprés
cryoanesthésie, 10 cerveaux males sont rapidement disséqués sur un bloc froid dans
une solution de Ringer dépourvu d’ions Ca?* et déposés dans des tubes de lyse
contenant 100 plL de tampon citrate-acétate a 50 mM (pH 4.5). lls sont ensuite broyés
100 sec grace aux billes de céramiques contenues dans ces tubes qui sont tres
rapidement secoués dans |'appareil Minilys (Bertin Instruments). Les homogénats sont

alors filtrés par centrifugation sur une membrane nylon 0,2 um (VWR) avant injection.

La concentration en DA a été déterminée par HPLC couplée a une détection
électrochimique. Les échantillons sont élués par une phase mobile composée de 21%
d’acétonitrile, d’une solution tampon de citrate-acétate a 50 mM (pH 4.5) et d’acide
décanesulfonite a 4 mM. Le flux de circulation de la phase mobile est maintenu a 0,3
ml/min et le potentiel entre I'électrode de référence et I'électrode de travail est fixé a
+800 mV. Apres séparation dans une colonne C18 (Thermo Scientific Hypersil ODS), la
DA entre dans le détecteur électrochimique a un certain temps de rétention pour y
étre oxydée. La réaction d’oxydoréduction produit des électrons libérés a la contre-
électrode. Le détecteur capte alors ce courant électrique qui est corrélé linéairement a

la concentration du composé chargé dans I'HPLC.

Une gamme standard a été d’abord réalisée a partir de 3 concentrations de DA pure
diluée (100, 300 et 500 pg/ul) dans de I'acide citrique afin d’identifier et quantifier les
pics sur le chromatogramme. Cette gamme permet de tracer une courbe étalon de
I'aire du pic en fonction de la concentration en dopamine. 3 injections de 20 ul
chacune (I'équivalent de 2 cerveaux) sont ensuite effectuées pour chaque échantillon.
L'aire de chaque pic repérée au temps de rétention de la DA (environ 10 min dans les

conditions expérimentales) est utilisée pour déterminer la concentration en DA des
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échantillons inconnus. Les résultats expriment les moyennes obtenues sur au moins 3

homogénats de cerveaux différents pour chaque génotype.

18. Statistiques

Les analyses statistiques ont été effectuées avec le logiciel GraphPad Prism 6. Afin de
comparer deux génotypes ou conditions entre eux, le test de Student a été utilisé.
Pour comparer trois ou plus de génotypes/conditions, le test one-way ANOVA a été
employé, suivi du test de comparaisons multiples de Tukey-Kramer ou Sidak
(comparaison par paires). Les expériences de longévité ont été comparées par le test
du logrank. Les barres d’erreur des figures représentent les erreurs standards de la
moyenne (SEM). Les différences ont été considérées comme significatives pour des
valuers de p inférieures a 5%, représentées comme suit : *p < 0,05, **p < 0,01, ***p <

0,001. La mention « ns » signifie non significatif.
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Article 1

Interactions entre la voie de recyclage des purines et le systeme

dopaminergique chez Drosophila melanogaster

Dans cette premiéere étude, nous avons analysé les conséquences d’un déficit en Aprt

sur les marqueurs DAergiques de la drosophile et, inversement, les effets d’altérations
du systeme DAergique sur I'activité Aprt. Nous avons montré que la perte d'activité
Aprt entralne une augmentation du niveau de transcription des marqueurs DAergiques
tels que la TH, la DA et les récepteurs dDA1 et DAMB. Inversement, des altérations du
systéme DAergique central provoquent une diminution de I'expression et de I'activité
Aprt. De plus, nous avons mis en évidence qu’un déficit en Aprt entraine une réduction
des niveaux d'adénosine et une augmentation de I'expression du transporteur
d’adénosine Ent2, et qu'un mutant du récepteur de |'adénosine AdoR présente une
diminution d’activité Aprt et une augmentation de marqueurs DAergiques. Ceci
suggere que l'activité Aprt inhibe physiologiguement I'expression des margueurs
DAergiques neuronaux via une stimulation de la signalisation du récepteur AdoR. En
conclusion, nos résultats démontrent I'existence d’une étroite régulation
homéostatique entre la voie de recyclage des purines et le systéme DAergique dans le
cerveau de drosophile. Ces nouvelles connaissances fournissent de nouvelles
perspectives pour la compréhension des mécanismes neuropathologiques induits par

la perte de 'HGPRT chez les patients atteints de la MLN.

Contribution personnelle : dans cet article, j’ai réalisé les expériences de RT-gPCR ainsi

que les immunomarquages de la TH et de la DA sur cerveaux entiers. J'ai adapté le
dosage enzymatique radioisotopique de I'Aprt sur des extraits de drosophiles,
initialement mis en place pour des tissus humains et effectué les dosages d’activité
Aprt. Jai construit la lignée UAS-Aprt par clonage et transformation bactérienne.

Rébecca Fima, une étudiante en stage que j’ai co-encadrée, m’a apporté son aide pour
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certaines expériences sur les mutants AdoR. Notre collaboratrice le Dr Sandrine Marie,

Cliniques Universitaires Saint-Luc, a réalisé le dosage de I'adénosine par UPLC.
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Abstract

Adenine phosphoribosyltransferase (APRT) and hypoxanthine-guanine
phosphoribosyltransferase (HGPRT) are two enzymes involved in purine salvage
pathway in humans. HGPRT-inactivating mutations are associated with Lesch-Nyhan
disease (LND), a rare neurological disorder in children, characterized by dystonia and
compulsive self-injury. LND patients show markedly reduced dopamine (DA) levels in
basal ganglia, but the mechanism linking HGPRT deficiency and DA loss has not been
elucidated to date. Here we analyzed the relations between purine recycling and the
DA system in Drosophila. The only purine-recycling enzyme in this organism is the
APRT ortholog Aprt. We have found a striking inverse correlation between Aprt activity
and the brain expression of major DA synthesis and receptor genes. Furthermore, we
show evidence that Aprt controls the DA system in flies through enhanced adenosine
receptor (AdoR) signaling. Because APRT is overexpressed in humans when HGPRT is
suppressed, these data provide new insights to better understand LND

neuropathological mechanisms.
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Introduction

Lesch-Nyhan disease (LND) is a rare neurometabolic X-linked disorder triggered
by mutations in the HPRT1 gene that encodes hypoxanthine-guanine
phosphoribosyltransferase (HGPRT) (Lesch and Nyhan 1964, Seegmiller et al. 1967).
This enzyme converts hypoxanthine and guanine into IMP and GMP, respectively, and
so plays a central role in the purine salvage pathway, together with adenine
phosphoribosyltransferase (APRT) that transforms adenine into AMP. This route allows
the recovery of free purine bases derived from diet or the degradation of nucleic acids
and nucleotides, thus avoiding the energy cost of de novo purine biosynthesis. The
metabolic consequences of HGPRT deficiency is an overproduction of uric acid in the
blood (hyperuricemia), which can cause gout, tophi, nephrolithiasis and renal failure,
but can readily be treated with xanthine oxidase inhibitors such as allopurinol or
febuxostat (Kelley et al. 1967, Torres et al. 2007, Lahaye et al. 2014). However,
children affected by LND also unexpectedly develop severe neurological impairments
that include dystonia, choreoathetosis, spasticity and a dramatic compulsive self-
injurious behavior (Nyhan 1997, Jinnah et al. 2006, Torres and Puig 2007, Schretlen et
al. 2005, Madeo et al. 2019). They have a developmental delay from 3 to 6 months
after birth and most of them can never walk or even sit without support. These
neurological symptoms are not ameliorated by hyperuricemia treatment (Torres et al.
2007, Jinnah et al. 2010, Madeo et al. 2019). Importantly, it has been shown that the
clinical severity of the disease inversely correlates to the enzymatic activity of HGPRT
(Fu and Jinnah 2012, Fu et al. 2014): less than 2% of residual activity corresponds to
the full LND phenotype, 2-10% leads to an intermediate neurological phenotype
without self-injury, and more than 10% protects patients from neurobehavioral
troubles and triggers only symptoms related to hyperuricemia. These two last groups
are named Lesch-Nyhan variants (Jinnah et al. 2010).

The causes of the neurobehavioral impairments in LND are still not fully
elucidated and it remains challenging to understand and cure this dramatic disease (Fu
et al. 2014, Bell et al. 2016). It has been noticed early on that the loss of HGPRT activity

induces dopamine (DA) deficits and decreases dopaminergic neuronal density in the
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basal ganglia, an effect likely to be involved in the neurobehavioral impairments of
LND patients (Baumeister and Frye 1985, Jinnah et al. 1994, Visser et al. 2000, Nyhan
2000, Saito and Takashima 2000). Indeed, post-mortem analysis of LND brains revealed
a 70-90% decrease in the levels of DA, its biosynthesis enzymes tyrosine hydroxylase
(TH) and DOPA decarboxylase, and its metabolite homovanillic acid in the striatum
(Lloyd et al. 1981). Further in vivo studies by positron-emission tomography (PET) using
dopaminergic tracers confirmed a constant reduction (>40%) in DA storage and DOPA
decarboxylase activity (Ernst et al. 1996) as well as in DA transporter abundance
(Wong et al. 1996) in the same brain region. Such a stable DA deficit at any age and the
failure of treatments with L-DOPA/carbidopa to mitigate the symptoms (Visser et al.
2011, Bell et al. 2016) suggested that this defect is caused by a neurodevelopmental
rather than a neurodegenerative process (Lewers et al. 2008, Ceballos-Picot et al.
2009, Gottle et al. 2014), unlike DA neuron loss in Parkinson’s disease. Others
neurotransmitter systems seem in contrast to be unaffected or results are
controversial (Bell et al. 2016).

Although a decrease in DA levels has been found in HGPRT knockout rodents,
they do not show neurobehavioral defects comparable to those observed in LND
patients (Finger et al. 1988, Jinnah et al. 1993, Jinnah et al. 1994, Meek et al. 2016),
thus limiting investigations to find potential therapeutic molecules. Pharmacological
models have been developed by injecting the dopaminergic neurotoxin 6-
hydroxydopamine into newborn rat brains, which showed self-mutilation behavior in
response to L-DOPA or DA agonist administration in adulthood. However, they have
limited utility for LND since they do not reproduce the basic genetic impairment
(Breese et al. 1990, Knapp and Breese 2016, Bell et al. 2016).

New in vivo models are critically needed, therefore, to study LND pathogenesis
and find therapeutic molecules. The fruit fly Drosophila melanogaster present many
advantages for translational studies and drug discovery (Fernandez-Hernandez et al.
2016, Perrimon et al. 2016, Papanikolopoulou et al. 2019). It has been widely used to
model human diseases, including neurodegenerative disorders such as Alzheimer’s,

Huntington’s or Parkinson’s diseases (Jaiswal et al. 2012, McGurk et al. 2015, Dung and
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Thao 2018, Nagoshi 2018), as well as neurodevelopmental disorders such as
Angelman, Rett or Fragile X syndromes (Gatto and Broadie 2011). Although the
importance of this invertebrate model for studying rare human genetic diseases is now
recognized (Oriel and Lasko 2018), a Drosophila LND model has not yet been
developed to our knowledge. This is probably due to the fact that no HGPRT activity is
present in flies, as has been long recognized (Miller and Collins 1973, Becker 1974a,
1974b and our unpublished observations). However, purine recycling can still occur
through the activity of the conserved Aprt enzyme (Johnson et al. 1987), which seems,
therefore, to be the only recycling enzyme of the purine salvage pathway in
Drosophila.

The dopaminergic neurotransmitter system is well conserved in flies and in
many ways functionally comparable to that of mammals (Yamamoto and Seto 2014,
Kasture et al. 2018). Mutant adult flies that have no DA in their brain are viable and
present specific behavioral defects such as extended sleep time, reduced locomotor
activity and impairment in startle-induced locomotion (Riemensperger et al. 2011,
Cichewicz et al. 2017). They were qualified as “masochistic” for their aberrant
tendency to prefer the shock-associated odor after aversive olfactory conditioning
(Riemensperger et al. 2011), a striking phenotype that might be reminiscent of the
self-injurious behavior associated with DA-deficiency in LND patients.

Here we have investigated a potential link between the purine salvage pathway
and the dopaminergic system in Drosophila, by studying the consequences of Aprt
deficiency and overexpression on dopaminergic molecular phenotypes and,
conversely, the effects of alterations in the dopaminergic system on Aprt activity. We
also provide genetic and pharmacological evidence that signaling through the
adenosine receptor AdoR constitutes a probable mechanistic link between these two
systems. Our results show that the homeostatic relation between DA
neurotransmission and purine recycling has been conserved in Drosophila, and suggest
that this new model could be useful to better understand the neuropathology of LND

patients.
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Results

Aprt controls DA neurotransmission in the Drosophila brain

Purine synthesis through de novo or recycling pathways has been essentially
conserved between Drosophila and humans, except for the striking lack of HGPRT
enzyme activity or homologous gene in the fly (Becker 1974a, 1974b and our
unpublished observations) (Fig. S1A, B). Homozygous mutants of the enzymes involved
in de novo purine synthesis are developmentally lethal (Holland et al. 2011). In
contrast, a null mutation in the Aprt gene, Aprt>, yields viable homozygotes that
develop and survive until and during the adult stage. The Aprt> allele has been
originally generated by chemical mutagenesis followed by selection of flies resistant to
purine toxicity (Johnson and Friedman, 1981, 1983). We have confirmed a strong
reduction in Aprt enzyme activity in heterozygous Aprt°/+ flies and its absence in the
homozygous mutant (Fig. S2).

In order to investigate if a disruption of the purine salvage pathway can induce
a perturbation of the DA system in Drosophila, we performed TH immunostaining on
dissected adult brains from wild-type and Aprt mutant flies. Surprisingly, the global TH
protein level appeared higher by 17.5% in the Aprt> mutants (p < 0.01) (Fig. 1A, B). A
strong increase was particularly noted in the mushroom body (MB) (47.4%, p = 0.012)
(Fig. 1A, C), a structure that receives dense dopaminergic projections and is known to
be involved in learning and memory, sleep regulation and locomotion control in
Drosophila (Artiushin and Sehgal 2017, Cognigni et al. 2018, Sun et al. 2018).
Moreover, DA immunostaining carried out on whole-mount dissected brains revealed
a significantly increased level of this neurotransmitter in Aprt® flies when measured
over the entire brain (by 17.0% on average, p < 0.01) (Fig. 1D, E), but not specifically in
the MB or another part of the brain.

To verify these observations with another method, we have assayed by RT-
qPCR TH transcript levels in wild-type and Aprt> mutant heads, focusing on the nervous
system isoform DTH1 (Birman et al. 1994; Friggi-Grelin et al. 2003). Consistent with the
immunostaining results, we observed an increase in DTHI mRNA level by 54.5% on

average (p < 0.01) in Aprt®> mutant heads compared to wild-type flies (Fig. 2A). In order
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to have a more complete view of the DA system alterations induced by Aprt deficiency,
we looked at the expression level of other dopaminergic marker genes in this mutant.
We focused on three Drosophila receptors that are activated only by DA and
homologous to vertebrate DA receptors (Mustard et al. 2005): the D; receptor
ortholog dDA1/Dop1R1 and Di-like DAMB/Dop1R2 that are both positively coupled to
cAMP formation, and the D, receptor ortholog dD2R/Dop2R that is negatively coupled
to cAMP formation. Remarkably, the level of dDA1 and DAMB mRNAs were elevated
by 57.8% (p < 0.001) and 37.6% (p < 0.01) on average compared to wild-type flies in
Aprt> mutants, respectively, while dD2R expression was in contrast not significantly
affected (Fig. 2B). Transcript levels of the DA transporter DAT were not different in the
two fly strains, and the same was true for engrailed (en), a transcription factor which is
known to be involved in the early differentiation of DA neurons in mammals and
elevated in HGPRT-deficient human cultured cells (Ceballos-Picot et al. 2009) (Fig. S3).
These results indicate that Aprt deficiency enhances the DA neurotransmitter system
in the Drosophila brain by increasing specifically the expression of TH and two DA
receptors, dDA1 and DAMB, that are both positively coupled to cAMP formation. This
occurs in particular and prominently at synaptic connections between dopaminergic
and MB neurons, where these two DA receptors are known to be enriched (Han et al.
1996; Kim et al. 2003).

To analyze conversely the effect of an overexpression of Aprt on TH expression,
we generated a UAS-Aprt strain. Using this line, ubiquitous overexpression of Aprt with
the da-Gal4 driver increased Aprt mRNA level by around 15 times and Aprt activity by
80 times in whole flies (Fig. S4A, B). Interestingly, we found that DTHI mRNA level was
consistently decreased in the heads of these da>Aprt flies by about 20-25% compared
to the driver and effector only controls (Fig. 2C). Therefore, neuronal TH expression
decreases when Aprt level increases, and it is on the opposite increased in an Aprt
mutant. These results indicate a strong regulation of DA synthesis and signaling by the

purine recycling pathway in the Drosophila brain.
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DA system disruption reduces Aprt expression and activity

We then wondered whether a defect in the DA neurotransmitter system could
reciprocally affect Aprt activity. To determine if the lack of DA triggers alterations in
the purine salvage pathway, we measured Aprt activity in adult flies that have no DA in
the brain (Riemensperger et al. 2011) and found that it is strikingly decreased by 72.7%
on average in these flies as compared to wild-type controls (p < 0.001) (Fig. 3A).
Similarly, the dDA1 mutant allele dumb?, but not the DAMB mutant damb?, showed
reduced Aprt activity by 55.2% compared to wild-type controls (p < 0.001) (Fig. 3A).
While the DA-deficient flies also showed a strong reduction in Aprt transcript level, by
52.7% on average (p < 0.01), no such alteration could be detected in damb! mutants,
as expected, but surprisingly not in dumb? mutants either (Fig. 3B). This suggests that
the decreased Aprt activity in dumb? background mainly results from
posttranscriptional regulation or, alternatively, that genetic compensation following
long-term dDA1 disruption maintains Aprt transcription at a normal level in dumb?
mutants, as previously reported in other systems (Rossi et al. 2015; Housden et al.
2017).

To go further, we knocked down dDA1 expression using a UAS-dDAI™NA! ine
that decreases dDA1 expression to about 30% of the controls when co-expressed with
the RNAIi booster Dcr-2 using the pan-neuronal elav-Gal4 driver (Fig. S5). Interestingly,
downregulating dDA1 in all neurons significantly decreased Aprt activity by about 35%
compared to the driver and effector RNAi controls (Fig. 3C) and it also led to a similar
reduction in Aprt transcript level (Fig. 3D). So, the lack of dDA1 DA receptor signaling
can decrease both Aprt expression and activity, and the apparent discrepancy between
dDA1 mutation and knockdown likely involves a genetic compensation mechanism.

Moreover, inactivating dDA1 selectively in all MB intrinsic neurons using the
238Y-Gal4 driver, also led to a reduced Aprt activity in brain by about 25% (p < 0.05)
(Fig. 3E), indicating that a significant proportion of brain Aprt activity is associated with
the MB. Overall, these experiments show that preventing DA signaling, either by a loss
of DA synthesis or a downregulation of the DA receptor dDA1, leads to a suppression

of Aprt activity.
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Loss of Aprt activity decreases adenosine level and increases Ent2 expression

Our findings to this point indicated the existence of a prominent homeostatic
regulation between the DA system and the purine salvage pathway in the Drosophila
brain. This prompted us to search for the mechanistic link between these two systems,
by focusing on purinergic signaling as the prime suspect, because it is known to
interact closely with DA neurotransmission in the mammalian brain. Aprt catalyzes the
conversion of adenine into AMP, and AMP breakdown by 5’-nucleotidase produces
adenosine. We therefore suspected that adenosine level could be reduced in the
absence of Aprt activity, leading to alterations in adenosine neurotransmission.
Consistent with this, we were able to detect by UPLC a significant decrease in
adenosine level either in whole flies (61.0% on average, p < 0.01) or in heads (48.0%, p
< 0.05) in Aprt®> mutants (Fig. 4A).

We then looked at the consequences of this reduction on molecular
components of purinergic signaling in flies. Only one adenosine receptor has been
characterized in Drosophila, named AdoR, and three putative Equilibrative nucleoside
transporters (Ent1-3) have been identified (Sankar et al. 2002) but only one, Ent2,
showed nucleoside transport activity (Machado et al. 2007). Interestingly, Ent2 has
been shown to be enriched in the MB and its transcript level to be highly elevated in
AdoR mutant flies (Knight et al. 2010). In Aprt> background, we also observed a strong
increase in Ent2 mRNAs (2.3 fold higher than wild-type flies, p < 0.001), but no
noticeable effect on AdoR transcript level (Fig. 4B). The increased expression of Ent2 in
Aprt> mutants could correspond to a compensatory response to adenosine shortage

and the resulting lower stimulation of AdoR signaling.

Effects of AdoR deficiency on the expression of Aprt and dopaminergic markers

AdoR is highly expressed in adult heads and its ectopic overexpression leads to
early larval lethality (Dolezelova et al. 2007). However, a null mutant of this receptor,
AdoR"%®*, in which the entire coding sequence was deleted, is fully viable in adult stage
(Wu et al. 2009). The function of this receptor has not been extensively studied in

Drosophila, in particular with regard to its potential interactions with the DA system
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and DA receptors, as occurs in mammals (Franco et al. 2000, Kim and Palmiter 2008).
However, a previous study performed in fly larvae showed that an increase in
astrocytic Ca®* signaling can silence DA neuron activity through AdoR stimulation on
dopaminergic neurons, by a mechanism potentially involving the breakdown of
released astrocytic ATP into adenosine (Ma et al. 2016).

We have examined the consequences of a complete lack of AdoR on the purine
recycling and DA systems in flies. For that, we quantified transcript levels of Aprt and
different DA markers in AdoR*®®* mutant heads. We found that Aprt transcripts were
decreased by 29.5% on average (p < 0.001) (Fig. 4C, left panel), and Aprt activity was
decreased even more by 78.4% (p < 0.001) (Fig. 4C, right panel) in AdoR¥®® mutants
compared to wild-type flies. This suggests that lack of AdoR downregulates this
recycling enzyme both at the transcriptional and translational levels. Although dDA1
and dD2R expressions were not significantly affected by the absence of a functional
adenosine receptor, TH (DTH1) and DAMB transcripts were increased by 45.4% (p <
0.001) and 32.0% (p < 0.01) on average, respectively (Fig. 4D). Note that the increase in
DTH1 and DAMB expression were in the same proportion in AdoR*®®* and Aprt®> mutant
heads (see Fig. 2A, B). The elevated DTH1 expression level in AdoR¥®®* mutants

indicates that AdoR could have an inhibitory action on TH expression.

AdoR signaling represses TH expression

To verify this hypothesis, we have supplemented the dietary medium with
adenosine to induce AdoR desensitization by prolonged exposure to high extracellular
levels of its agonist (Mundell and Kelly 2011), in order to monitor effects on DTH1
expression. As expected, 2 mM adenosine in food induced a strong increase in AdoR
transcript levels that reached 68.2% on average (p < 0.05) after 48 h of administration
(Fig. 5A), consistent with the hypothesis that the AdoR receptor was desensitized in
these conditions. Furthermore, we have found that DTH1 transcript level was also
significantly increased by 33.1% (p < 0.01) in wild-type flies fed with adenosine-
supplemented medium, compared to flies with normal food diet (Fig. 5B). Therefore,

DTH1 transcription is increased following AdoR desensitization, which suggests that
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AdoR signaling normally inhibits TH expression level and from there DA synthesis in

Drosophila.

Discussion

Conservation of the purine salvage pathway in Drosophila except for HGPRT

The purine salvage pathway is an essential component of cell metabolism in all
organisms, from bacteria to humans, that allows the recovery of free purine bases
derived from diet or the degradation of nucleic acids and nucleotides, thus avoiding
the energy cost of de novo purine synthesis (Nyhan 2014). The two recycling enzymes
involved in this pathway in mammals are adenine phosphoribosyltransferase (APRT)
and hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase (HGPRT). In humans, inherited
mutations in HPRT1 strongly increase uric acid levels while complete or nearly
complete HGPRT deficiencies trigger LND characterized by dramatic neurobehavioral
impairments and self-injurious behavior (Jinnah et al. 2006, Torres and Puig 2007). In
contrast, APRT null mutations do not affect the nervous system but trigger the
formation of 2,8-dihydroxyadenine crystals in blood that can lead to irreversible loss of
renal function if not diagnosed and treated for example by allopurinol (Bollée et al.
2010, Bollée et al. 2012, Harambat et al. 2012).

Previous studies on the purine recycling pathway in Drosophila go back about
40 years (Becker 1974a, 1974b, 1978, 1980, Johnson et al. 1980a, 1980b, 1980c,
Johnson and Friedman 1981, 1983) with essentially no more work performed since
then. Compared to humans, the purine de novo synthesis and degradation pathways
have been largely conserved in flies, except that, as in nearly all species, Drosophila
express urate oxidase to degrade uric acid into allantoin (Friedman 1973, Wallrath et
al. 1990), an enzyme that has been lost only in humans and some great apes (Varela-
Echavarria et al. 1988, Alvarez-Lario and Macarron-Vicente 2010). Similarly, enzymes
of the purine salvage pathway have been largely conserved in flies, including Aprt
which recycles adenine into AMP, adenosine kinase (AK) which converts adenosine
into AMP, adenosine deaminase (ADA) which produces inosine from adenosine and

purine nucleoside phosphorylase (PNP) which transforms in mammals hypoxanthine,
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guanine and xanthine into inosine, guanosine and xanthosine, respectively and
reciprocally (see Fig. S1).

However, we could not identify an HGPRT homologue in the Drosophila
genome or detect HGPRT-like enzymatic activity in tissue extracts (Petitgas et al.,
unpublished). This confirmed earlier studies who showed that either housefly ovaries
(Miller and Collins 1973) or Drosophila cell lines and tissue extracts (Becker 1974a,
1974b) were deficient in HGPRT activity. At variance with mammals and humans, it
appears therefore that Drosophila and probably other insects are unable to recycle
guanine and hypoxanthine through the salvage pathway. Indeed, it has been reported
that in the housefly, there is no significant incorporation of radiolabeled hypoxanthine
or guanine into nucleic acids, whereas 8-[**C]-adenine was readily incorporated into
the adenine and guanine nucleobases of ovarian DNA (Miller and Collins 1973). This
shows that the lack of HGPRT is not compensated by another enzymatic pathway and
suggests that adenine is the only purine base that can be efficiently recycled in flies.

Aprt is therefore the only purine-recycling enzyme in Drosophila.

Purine recycling through Aprt regulates expansion of the DA system

We have found that an Aprt mutation increases brain levels of TH and DA, and
the expression of two DA receptors, dDA1 and DAMB. Conversely, ubiquitous Aprt
overexpression significantly reduced TH expression level. Surprisingly, the effects
induced by Aprt inactivation on DA neurotransmission in Drosophila (i.e. increase in TH
and DA) appear to be opposite to those induced by HGPRT deficiency in mammals (i.e.
loss of DA and dopaminergic markers in the basal ganglia). However, several earlier
publications have shown that the lack of HGPRT activity in LND patients triggers an
increase in APRT activity in erythrocytes and liver, but also in the putamen, caudate
nucleus, thalamus and cortex (Rosenbloom et al. 1967, Greene et al. 1970, Shin-
Buehring et al. 1980, Lloyd et al. 1981). This suggests that the loss of DA in LND
patients could result at least in part from a secondary increase in APRT activity

consequent to HGPRT deficiency. In line with this assumption, Aprt overexpression
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should lead to a decrease in DA synthesis, as we have observed in our model. This
hypothesis has not yet been tested in rodent models to our knowledge.

Furthermore, while a decrease in DA level is robust in LND, TH downregulation
is in contrast controversial. Some studies did not find any decrease in TH
immunoreactivity in the substantia nigra of LND patients (Saito et al. 1999) or in HPRT-
deficient mice (Jinnah et al. 1994). These authors suggested that DA deficits in the
striatum could result from loss of nigrostriatal axonal projections and not to decrease
in DA synthesis. Moreover, an upregulation of D1 and D, receptors has been observed
in the putamen of LND patients (Saito et al. 1999). Such a DA receptor supersensitivity,
possibly induced by the lower presynaptic DA activity, was proposed to play a role in
the self-injurious behavior. Indeed, neonatal 6-hydroxydopamine (6-OHDA)-treated
rats exhibited stereotypies and self-mutilation after L-DOPA administration, and this
last behavior was completely blocked by Di, and not D, antagonist application (Breese
et al. 1984, 1990).

In our study, we also found increased expression of the DA receptors dDA1 and
DAMB in Aprt mutant heads, but this increase could not be related to a reduced
presynaptic DA activity since TH and DA are also increased in this condition. One
possibility is that Aprt deficiency increases TH and DA receptor levels independently.
Indeed in a previous study, we have shown that an increase in neuronal TH expression
in otherwise wild-type Drosophila induced on the opposite a marked decrease in
DAMB expression (Cassar et al. 2015). Therefore, an increase in TH expression can be
associated either with a decrease or an increase in DAMB expression, depending on
the presence or absence of Aprt activity, respectively. As discussed below, our current
results suggest that the mechanisms by which Aprt controls both TH and DAMB
expression depend on AdoR signaling in different cells. In mammals, purine recycling
also appears to influence significantly development of the DA system. Cultured mouse
DA neurons lacking HGPRT showed dysregulation of transcription and signaling factors
normally involved in the early differentiation of midbrain DA neurons (Lewers et al.
2008), an observation that was supported by further studies (Ceballos-Picot et al.

2009, Guibinga et al. 2010, Kang et al. 2011, Guibinga et al. 2012, Torres and Puig,
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2015). Therefore, in Drosophila like in mammals, purine recycling is an intrinsic
regulatory process of particular importance for expression of the molecular phenotype

of DA neurons.

Aprt activity and expression reciprocally depend on DA signaling
In order to study the consequences of alterations in the DA system on the purine
salvage pathway in Drosophila, we measured Aprt expression in the brain of neural TH-
deficient flies, which completely lack DA in the adult brain (Riemensperger et al. 2011),
and found a strong decrease, both in enzymatic activity and transcript level. We have
also investigated the consequences for Aprt expression of downregulation of the DA
receptors dDA1 and DAMB, whose expression is increased in Aprt mutants. Aprt
activity was found to be strongly reduced in dDA1 (dumb?), but not in DAMB, (damb?)
mutant flies, whereas its transcript level appeared unaltered in these mutants. As
stated above, genetic compensation could explain the discrepancy between the effects
on Aprt activity and mRNA levels in dumb? mutants. Indeed, we observed a similar
decrease in Aprt activity and transcript level by RNAi knock-down of dDA1 in all
neurons. Moreover, downregulating dDA1 selectively in the MB also led to a significant
reduction in Aprt activity in head extracts. One explanation could be that with very few
dDA1 receptors active at the synapse, the signaling pathway involved in the induction
of Aprt expression would be absent or highly reduced. This indicates that DA and the
dDA1 signaling pathway is required for a regular Aprt expression, and so plays a central
role in the control of purine recycling in the fly brain, and specifically in the MB.
Overall, our first set of results showed that the Aprt enzyme controls DA
synthesis in Drosophila while it requires DA/dDAl-mediated signaling for a normal
induction of its brain activity. Aprt catalyzes the transformation of adenine into AMP,
and AMP breakdown by 5'-nucleotidase then produces adenosine. Hence, without any
active Aprt enzyme, one could expect adenosine level to be reduced. This is exactly
what we observed in Aprt-deficient flies. We have therefore investigated the role of
adenosine in the homeostatic correlation between DA neurotransmission and Aprt

activity.
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The regulation of TH expression by Aprt is likely mediated by the adenosine receptor
AdoR

Adenosine is a well-known neuromodulator, released both by neurons and
astrocytes, which plays important roles in the regulation of several neurotransmitter
systems in the brain (Sachdeva and Gupta 2013). This nucleoside is involved in many
motor and cognitive processes, such as sleep-wake cycles, anxiety, depression,
epilepsy, learning and memory, or drug addiction (Soliman et al. 2018). In normal
metabolic conditions, adenosine is present at low concentrations in the extracellular
space and is highly regulated, either taken up by cells by nucleoside transporters and
incorporated into ATP stores or deaminated by adenosine deaminase into inosine. In
mammals, several nucleoside transporters mediate the uptake of adenosine into cells,
named equilibrative and concentrative nucleoside transporters (ENTs and CNTs,
respectively) (Gray et al. 2004, Boswell-Casteel and Hays 2017, Pastor-Anglada and
Pérez-Torras 2018). Pathological events like hypoxia or ischemia induce ATP or directly
adenosine release, leading to a strong increase in extracellular adenosine in the
striatum and hippocampus (Dale and Frenguelli 2009, Sperlagh and Vizi 2011).

Such information prompted us to look at the effects of Aprt deficiency on the
only adenosine receptor in flies, AdoR, and the known adenosine transporter, Ent2.
While we did not observe any alteration in AdoR expression in Aprt mutants, Ent2
transcript levels were increased more than 2-fold. Interestingly, one paper reported a
strong increase in Ent2 transporter expression in AdoR mutant flies (Knight et al. 2010).
This suggests that AdoR signaling is less activated in Aprt-deficient flies compared to
controls. The decrease in adenosine we observed in Aprt mutants also supports this
hypothesis. The fact that AdoR expression was not affected in these conditions
suggests that one of the roles of AdoR is to inform the cells about the external
adenosine concentration and accordingly to regulate Ent2 expression level.

To go further, we have shown that the absence of AdoR induced an increase in
DTH1 and DAMB mRNA levels and a decrease in Aprt expression and activity. The
decrease in Aprt is likely related to the strong increase in Ent2 in the absence of AdoR

(Knight et al. 2010), which should lead to higher adenosine influx and then Aprt
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downregulation by a feedback mechanism. It is also interesting to note that the
increase in DTH1 and DAMB expression in AdoR mutants were in the same range as
those observed in Aprt-deficient flies. Hence, we can speculate that the elevated DTH1
and DAMB transcript levels in Aprt mutants might result from a decrease in AdoR
stimulation in these flies, induced by a lower adenosine level. This leads to the
conclusion that in normal conditions AdoR would silence TH expression. Although this
has never been directly demonstrated in flies, a previous study proposed that
octopamine and tyramine can silence DA neurons through a mechanism requiring
AdoR, presumably through ATP release from astrocytes and its further breakdown into
adenosine (Ma et al. 2016).

In the rat striatum, it has been shown that adenosine transiently modulates DA
release (Ross and Venton, 2015), and, more specifically, application of adenosine or
selective A; adenosine receptor agonists decreased striatal extracellular DA levels, and
conversely, selective A; antagonists like caffeine increased it (Okada et al. 1996). Here,
we demonstrate that the administration of a high amount of adenosine increased
AdoR expression, indicating that the receptor is probably desensitized or internalized,
as expected according to anterior publications (Bohm et al. 1997, Francikowski et al.
2016). Moreover, we show a significant increase in TH expression level in these
conditions. This indicates that AdoR has an inhibitory action on DA neurons and limits
dopaminergic system expansion in Drosophila.

A mechanistic scheme is proposed in Fig. 6 that recapitulates the regulations
we have described between the DA system, Aprt activity and AdoR signaling, which are
summarized in the legend to this figure. These regulations as we found take place
primarily, but not only, at synapses between the DA and MB neurons in the Drosophila
brain, suggesting that purine recycling could also play an essential role in the diverse
functions of the MB in behavior control, in agreement with previous work (Knight et al.

2010) and our unpublished observations (Petitgas et al. in preparation).
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A putative role for adenosine signaling in LND

It has been previously proposed that adenosine could be a mediator of some of
the neurological features of LND pathogenesis (Visser et al., 2000). Indeed, some
studies showed that adenosine transport is decreased in peripheral blood lymphocytes
of LND patients (Torres et al. 2004), as well as A, adenosine receptor mRNA and
protein levels (Garcia et al. 2009, Garcia et al. 2011). In a murine HPRT knockout model
of LND, expression of the adenosine A; receptor was found to be strongly increased
and that of A,a slightly decreased, while the expression of Azs was not affected (Bertelli
et al. 2006). Chronic administration of high doses of caffeine, which acts as an
antagonist of adenosine receptors in the mammalian brain, caused a self-injurious
behavior in rats (Mifiana et al. 1984, Jinnah et al. 1990). Moreover, central injection of
an adenosine agonist is sufficient to prevent self-mutilation induced by dopamine
agonist administration in neonatally 6-OHDA lesioned rats (Criswell et al. 1988). Our
new model highlights a role for adenosine and adenosine receptors in the mechanism
linking the purine salvage pathway and the DA system. This might be a new strategy to
explore in the cure of LND.

In conclusion, although the most probable origin of neurological troubles in
LND is a strong and consistent reduction in DA synthesis in the basal ganglia, little is
known about the link between HGPRT deficiency and the DA system. Here, we have
studied the relation between purine recycling and the DA system in Drosophila. We
have shown that the modulation of Aprt activity, the only enzyme of the purine
salvage pathway in this organism, affects several dopaminergic markers, and that,
conversely, alterations in the DA system impacts Aprt activity. We also found evidence
that regulation of DA neurotransmission by Aprt is at least in part mediated through a
modulation of adenosine receptor signaling. These new insights could help to
understand better the neuropathological mechanisms triggered by HGPRT deficiency
in LND patients and indicate new therapeutic targets to progress in the cure of this

dramatic disease.
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Materials and Methods

Drosophila culture and strains

Flies were raised at 25°C on standard corn meal-yeast-agar medium
supplemented with an antifungal (methylhydroxybenzoate), under a 12:12h light:dark
cycle. For adenosine supplementation, adenosine (A9251, Sigma Aldrich, St. Louis, Ml,
USA) was diluted in standard food medium at 2 mM and 8-day-old wild-type males
flies were transferred on this medium during 48 h before RNA extraction. The
following fly strains were used: Canton-S as a wild-type control, Aprt®> (Johnson and
Friedman, 1983) obtained from the Bloomington Drosophila Stock Center (BDSC) (line
#6882), w; UAS-DTHg™*; ple*”'/TM6B and w, Ddc-Gal4; TH-Gal4, ple*/TM6B that were
crossed to generate brain DA-deficient flies as previously described (Riemensperger et
al. 2011), dumb? (alias dDA17%%76) (Kim et al. 2003, Pitmon et al. 2016) kindly provided
by Dr. Tim J. Lebestky (Williams College, Williamstown MA, USA), damb?* (Selcho et al.
2009, Cassar et al. 2015), AdoRKG03%4ex (Wy et al. 2009) here named AdoR¥®®* (BDSC
#30868), UAS-dDAIRNA (BDSC #55239), and the following driver lines: 238Y-Gal4, da-
Gal4, elav-Gal4 (elav**>?), and elav-Gal4; UAS-Dcr-2 (BDSC #25750).

To generate a UAS-Aprt strain, the In-Fusion HD Cloning Kit (Takara Bio, Kyoto,
Japan) has been used according to the manufacturer’s instructions. The 549-bp Aprt
insert was PCR amplified from the BDGP ORF clone BS15201 (Drosophila Genomics
Resource Center, Bloomington, IN, USA) using primers with added restriction sites
(Table S1). After digestion with EcoRIl and Xbal, the Aprt cDNA was subcloned into the
pUASTattB vector (Bischof et al. 2007) and the insertion verified by sequencing (Eurofins
Genomics, Ebersberg, Germany). The construction was sent to BestGene (Chino Hills, CA,
USA) for Drosophila germline transformation into the attP14 docking site on the 2d
chromosome. The UAS-Aprt line yielding the strongest expression was selected and used

in the experiments.

Quantitative reverse transcription PCR
For RT-gPCR, total RNA was isolated by standard procedure from 20-30 heads

of 8-day-old males collected on ice and lysed in 600 ul QlAzol Lysis Reagent (Qiagen,
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Venlo, Netherlands). 1 ug total RNA was reverse transcribed using oligo d(T) primers
(PrimeScript RT Reagent Kit, Takara Bio, Kyoto, Japan). Approximately 40 ng of the first
strand cDNA was amplified in 10 pl of reaction mixture using the LightCycler 480 SYBR
Green | Master reaction mix (Roche Applied Science, Mannheim, Germany) and a
LightCycler 480 Instrument (Roche Applied Science, Mannheim, Germany). The
program cycles included a 10-min preincubation step at 95°C, 40 cycles of
amplification (10 s denaturation at 95°C, 10 s annealing at 55°C, 20 s elongation at
72°C), followed by a melting curves analysis for PCR product identification. Data were
normalized to amplification level of the ribosomal protein rp49/RpL32 transcripts as
internal control. The genes analyzed and primer sequences used for PCR are indicated

in Table S2.

Aprt activity assay

APRT enzyme activity was assessed in Drosophila by adapting methods
previously established for human cells (Cartier and Hamet 1968, Ceballos-Picot et al.
2009). 20 whole male flies or 100 heads, were homogenized in 250 ul or 200 pl,
respectively, on 110 mM Tris-10 mM MgCl, pH 7.4 (Tris-MgCl, buffer), immediately
frozen and kept at least one night at -80°C. After 5 min of centrifugation at 13,000 g,
the total protein content of each supernatant was measured with the Pierce BCA
Protein Assay Kit (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) to normalize activity
level. The composition of the reaction medium was: 50 ul of a solution of the
radioactive solution made with 75 pl of 50 puCi/ml [**C]-adenine diluted in 1 ml of 1.2
mM cold adenine, and 200 pg protein of the fly extract diluted in Tris-MgCl, buffer to
150 pl. The kinetics of [**C]-adenine conversion to AMP was monitored at 37°C and
started by adding 25 pl of the cosubstrate 5-phosphoribosyl-1-pyrophosphate (PRPP)
at 10 mM. After 6, 12, 24 and 36 min, 40 ul of each reaction mixture was transferred in
a tube containing 25 ul of AAE solution (3 mM adenine, 6 mM AMP, 200 mM EDTA)
and incubated 3 min at 95°C to stop the reaction. The different radioactive compounds
were separated by paper chromatography on Whatman 3MM strips using 28% NH4OH,
50 mM EDTA as solvent for about 1h30. Then, the substrates and products were

visualized under an UV lamp at 254 nm and placed separately in vials in 2 ml of
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Scintran (VWR, Radnor, PA, USA). The radioactivity in disintegrations per minute (dpm)
was measured in a Packard Tri-Carb 1600 TR liquid scintillation analyzer (PerkinElmer,
Waltham, MA, USA). The percentage of substrate transformation as a function of time
was converted into nmol/min/mg protein, and finally normalized to wild-type control

values.

Immunohistochemistry

Adult brains of 8-10 day-old flies were dissected in ice-cold Ca%*-free Drosophila
Ringer’s solution and processed for whole-mount anti-TH or anti-DA immunostaining
as previously described (Riemensperger et al. 2011, Cichewicz et al. 2017). The primary
antibodies used were mouse monoclonal anti-TH (1:1000, cat. n° 22941, ImmunoStar,
Hudson, WI, USA) and mouse monoclonal anti-DA (1:100, cat. n° AM001, GemacBio,
Saint-Jean-d'lllac, France). The secondary antibody was goat anti-mouse conjugated to
Alexa Fluor 488 (1:1000, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA). Brains were
mounted with antifade reagent, either Prolong Gold (ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA, USA) or, alternatively, 65% 2,2’-thiodiethanol (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MiI, USA) (Cichewicz et al. 2017) for DA staining. Images were acquired on a Nikon A1R
confocal microscope with identical laser, filter and gain settings for all samples in each
experiment. Immunofluorescence intensity levels were quantified using the Fiji
software. Experiments were repeated independently at least 3 times on 4 to 6 brains

per genotype.
Adenosine assay

Adenosine was determined by Ultra Performance Liquid Chromatography
(UPLC). 5 whole flies or 30 heads were homogenized in 120 pl 0.9% (w/v) NaCl using a
Minilys apparatus (Bertin Instruments, Montigny-le-Bretonneux, France) and frozen at
-80°C. After unfreezing and 5 min of microcentrifugation, 20 pl of 10% perchloric acid
were added to 70 ul of the supernatant and the mixture was left for 5 min on ice. After
a new centrifugation, 20 ul of a neutralization solution (made by mixing 3 volumes of 3
M K>COs with 1 volume of 6.4 mM NaOH containing 0.4 mg/ml bromothymol blue)
were added and the mixture was centrifuged again before injection (5 pl). Samples

were analyzed with a UV diode-array detector on an Acquity UPLC HSS T3 column (1,8
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pum, 2.1 x 150mm) (Waters Corporation, Milford, MA, USA). The mobile phases
consisted in Buffer A (30 mM ammonium acetate, pH 4.0 with 1:10,000
heptafluorobutyric acid (HPFA)) and Buffer B (acetonitrile with 1:10,000 HPFA), using a
flow rate of 0.3 ml/min. Chromatographic conditions were: 3.5 min 100% Buffer A,
16.5 min up to 6.3% Buffer B, 2 min up to 100% Buffer B, and 1 min 100% Buffer B. The
gradient was then returned over 5 min to 100% Buffer A, restoring the initial

conditions. Results were normalized to protein levels for each sample.

Statistics

Statistical analyses were performed with the Prism 6 software (GraphPad
Software, La Jolla, CA, USA). The Student’s t-test was used to compare two genotypes
or conditions, and one-way or two-way ANOVA with Tukey’s or Sidak’s post-hoc
multiple comparison tests for three or more conditions. Results are presented as mean

+ SEM. Probability values in all figures: *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.
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Figure 1. Aprt deficiency increases TH and DA synthesis in the Drosophila brain. (A)
Representative confocal projections of TH-immunostained whole-mount adult brains
from wild-type flies and Aprt> mutants. MB: mushroom body. Scale bars: 100 um. (B,
C) Quantification of TH immunofluorescence intensity normalized to the controls
either in the entire brain (B) or the MB area (C), showing that TH protein levels are
increased in Aprt> mutants. 4 to 6 brains were dissected per experiment and genotype,
and 6 independent experiments were performed. *p < 0.05, **p < 0.01. (D)
Representative confocal projections of DA immunostained whole-mount adult brains
of wild type and Aprt> mutants. Scale bars: 100 um. (E) Quantification of DA
immunofluorescence intensity over the entire brain showed an increase in DA content
in Aprt>® mutants compared to wild-type controls. 6 brains were dissected per
experiment and genotype, and 3 independent experiments were performed. **p <
0.01.
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Figure 2. Aprt mutation increases transcript levels of dopaminergic marker genes. (A)
mRNA levels of DTH1, the neural form of TH, are markedly increased in Aprt> mutant
heads compared to wild-type flies. Results of 6 independent RT-gPCR experiments
carried out on 3 to 4 different RNA extractions from 20-30 male heads per genotype.
**p < 0.01. (B) RT-gPCR experiments revealed increased expression of the DA
receptors dDA1 and DAMB, but not significantly dD2R, in Aprt> mutant heads. Results
of 4 to 6 independent experiments performed on 3 to 4 RNA extractions from 20-30
male heads per genotype. **p < 0.01, ***p < 0.001, ns: not significant. (C) Conversely,
overexpressing Aprt in all cells with the da-Gal4 driver (da>Aprt) reduced mRNA level
of the neural form of TH, DTH1, in heads, as compared to the driver (da/+) and effector
(Aprt/+) controls. Mean of 3 independent experiments performed on 3 different RNA
extractions from 20-30 male fly heads, *p < 0.05, **p < 0.01.
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Figure 3. Alterations in DA synthesis or DA receptor expression decrease Aprt
activity. (A) Compared to wild-type controls, adult DA-deficient flies (DA def.) as well
as dDA1 DA receptor mutants (dumb?) show markedly decreased Aprt activity. In
contrast, mutants of the DA receptor DAMB (damb?) appear to have normal Aprt level.
Results of 3 to 5 independent experiments carried out on extracts from 15 males per
genotype. **p < 0.001, ns: not significant. (B) Adult DA-deficient flies also show
markedly decreased Aprt transcript levels, whereas the dDA1 and DAMB mutations
apparently did not alter Aprt expression. Mean of 3-4 independent experiments
performed on 3-4 different RNA extractions from 20-30 male fly heads, **p < 0.01, ns:
not significant. (C - D) RNAi-mediated inactivation of the DA receptor dDA1 in all
neurons (elav; Dcr-2>dDA1RNAY) induced a significant reduction in Aprt activity (C) and
transcript level (D), as compared to the driver (elav; Dcr-2/+) and effector (dDA1RNA/+)
only controls. Results of 3 independent experiments performed on extracts from 20
whole male flies for Aprt activity and mean of 4 independent experiments performed
on 4 different RNA extractions from 20-30 male fly heads for Aprt expression. *p <
0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001. (E) RNAi-mediated knocking-down of dDA1 in all MB
intrinsic neurons (238Y>Dcr-2; dDA1™A) also induced a significant reduction in Aprt
activity, as compared to the driver (elav; Dcr-2/+) and effector (dDA1RNA/+) controls.
Results of 3 independent experiments performed on extracts from 100 heads. *p <
0.05.
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Figure 4. Adenosine signaling links the purine salvage pathway and the DA system in
Drosophila. (A-B) Impacts of the lack of Aprt activity on the adenosinergic system. (A)
Adenosine level was measured by UPLC in whole flies or heads of Aprt® flies: compared
to the wild type, adenosine level appeared significantly reduced in heads and whole
body of the mutants. Results of 3 independent experiments performed with 5 males or
30 heads per genotype in triplicates. *p < 0.05, **p < 0.01. (B) Aprt> mutation did not
affect AdoR expression but induced a marked increase in adenosine transporter Ent2
mRNA abundance. 3-6 different RNA extractions were performed on 20-30 male
heads. Results of 3 to 6 independent experiments. ***p < 0.001, ns: not significant. (C-
D) Effect of AdoR deficiency on the expression of Aprt and dopaminergic genes. (C)
Null AdoR¥®®™ mutants show decreased Aprt expression (left panel) and a stronger
decrease in Aprt activity (right panel). (D) Compared to wild-type flies, levels of DTH1
and DAMB mRNAs are increased in AdoRX®® mutants, but not those of dDA1 and
dD2R. Results of RT-gPCR are mean of 4 independent experiments carried out on
different RNA extractions from 20-30 male heads per genotype. Aprt activity was
determined in 3 independent experiments performed on 20 males per genotype. **p <
0.01, ***p < 0.001, ns: not significant.
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Figure 5. Supplementation with adenosine increases AdoR and TH transcription. (A)
AdoR mRNA levels in heads of wild-type flies maintained for 48 h on standard medium
(control) or medium supplemented with 2 mM adenosine. AdoR transcription is
strongly increased by prolonged exposure to high extracellular levels of its agonist,
most likely as a feedback response to receptor desensitization. (B) In these conditions,
DTH1 transcript levels are also significantly increased, suggesting that AdoR signaling
normally inhibits TH expression. 3 or 4 independent RNA extractions were carried out
on 20-30 male heads of each condition and 3 or 4 independent real-time PCR
determinations were done per RNA sample. *p < 0.05, **p < 0.01.
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Figure 6. Proposed mechanistic links between the DA system, Aprt activity and
adenosine signaling in Drosophila mushroom body. Our results indicate that signaling
through the DA receptor dDA; increases Aprt expression and activity in the MB, where
this DA receptor is enriched, and probably in other brain neurons as well. A higher Aprt
activity should increase the production and release of adenosine (Ado), which can then
activate AdoR in DA and MB neurons. In DA neurons, we provide evidence that AdoR
has an inhibitory action on TH expression level, which could explain why we found that
TH expression increased in the absence of Aprt activity and, conversely, decreased
upon Aprt overexpression. MB neurons express the adenosine transporter Ent2 and
this transporter is strongly upregulated in AdoR mutants (Knight et al. 2010). AdoR
could act as a sensor of adenosine by its regulation of Ent2 expression in order to give
a constant tone of adenosine inside the neuron. We have shown that Aprt expression
and activity is decreased while expression of the DA receptor DAMB is increased in
AdoR mutants. A higher Ent2 expression would lead to more adenosine uptake and a
downregulation of Aprt through negative feedback by the end-product. When Aprt
activity is absent, adenosine level is reduced, leading to lower stimulation of AdoR, and
as a consequence an elevation of Ent2 and DAMB expression, which we also observed
in Aprt mutants.
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Figure S1. Purine metabolism pathways in Drosophila. (A) Diagram of the purine
biosynthesis and degradation pathways in Drosophila melanogaster, based on
sequence homology with the human genes. (B) Sequence similarity between the
human and Drosophila homologs. Note the lack of urate oxidase (UO, #20) in humans,
due to a primate-specific loss if this gene, and the fact that human HGPRT (#11) does
not have any homolog in Drosophila. This indicates that Aprt is the only recycling
enzyme of the purine salvage pathway in this organism.

Figure S2. Absence of Aprt enzymatic activity in
27 the Aprt®> mutant. Aprt activity was assayed on
whole adult fly extracts, showing that it is strongly
s reduced in heterozygous Aprt>/+ mutants, and
absent in homozygous Aprt® flies. The fact that it is
more than 2-fold decreased in heterozygous flies

Aprt activity
(nmol/min/mg prot)

0- argues for a dominant negative effect of the

(-] X H . %k %k k <0. i

g‘sq vg‘é\ 3\"93 mutation p < 0.001

) R

1.5 Hl Widtype  Figure S3. No effect of Aprt® mutation
g s o EJ Aprt on DAT and en expression. Expression
E 4.6 level of the DA transporter (DAT) and
. the transcription factor engrailed (en)
k- appeared unaltered in Aprt> mutant
% 0.5 heads. Results of 3 to 6 independent
E experiments performed on 3 to 4 RNA
0.0 extractions from 20-30 male heads per

genotype. ns: not significant.
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Figure S4. Transgenic expression of Drosophila Aprt. (A) UAS-Aprt strains were
generated to allow for Aprt overexpression. Upon ubiquitous expression with the da-
Gal4 driver (da>Aprt flies), Aprt mRNA level was found to be increased 18 times in
heads compared to the driver (da/+) and effector (Aprt/+) controls. (B) Aprt activity
was increased as much as 80 times in whole body of the same flies compared to the
two controls.

g 1.0-
E o Figure S5. Control of RNAi-mediated downregulation
% - of dDA1 receptor expression. Inactivating the DA
s . E:E:E:E: receptor dDA1 by RNAi in all neurons, in the presence
Z S of the RNAi booster Dcr-2 (elav; Dcr-2>dDA1RNA),
» efficiently decreased dDA1 transcript levels by 73.6
5 o “@' . and 67.3% compared to the driver (elav; Dcr-2/+) and
o o‘;? v‘,@“v effector RNAi (dDA1RNA/+) only controls, respectively.
o “,gb Ry ***p < 0.001.
'bq.‘oo
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Gene Primers Sequences*
Aprt P1-EcoRl (forward) 5’ -AGGGAATTGGGAATTCGTTATCAGTCGACATGAGCCC
Aprt P2-Xbal (reverse) 5'-ACAAAGATCCTCTAGATCTAGAAAGCTTTCAGTACTTAATG

*The added restriction sites are in bold type

Table S1. Primers used to amplify Aprt cDNA

Genes Primer sequences
AdoR (forward) 5’- GGAGAAATTGCGATCGGATGACAC
(reverse) 5’ - TCTTCAGCGAACTCCGAGTGAATG
Aisys (forward) 5’- AATCAGCGCGGAAGACAAGCTA
P (reverse) 5'- CCACCTTGCCGATGAGTTCAGT
DAT (forward) 5’- AACAATAGCATCAGCGACGA
(reverse) 5" - CAGGTTATGGCACCCTTACG
dD2R (forward) 5’- GAGCGCAAGGCCACCAAAACA
(reverse) 5" - GGGTTCACAAAGCTGTTGATGTAG
dDA1 (forward) 5'- GCGATCGCTTCATCACGGACT
(reverse) 5" - CCACTGGATCAGTAGGGTAGAG
DAMB (forward) 5'- GCGGTAGTTGCATAGTGGGAT
(reverse) 5 - CAAAGAACGTAATGGAGGATG
DTHI (forward) 5'- GGATCGAAAGCCAACCAAGTG
(reverse) 5’ - CTTGGGGACCAACTGCGCTTTA
- (forward) 5’- CCCCAAACAGCCAAAGGACA
(reverse) 5’ - TAGGGGATCTGCCCGTTCAT
Ent2 (forward) 5’- ACGGCAAGGGATCAACGTC
(reverse) 5’ - CCGTGCAGCAGGAATATAAAGA
49 (forward) 5’- GACGCTTCAAGGGACAGTATC
s (reverse) 5’ - AAACGCGGTTCTGCATGAG

Table S2. Primers used for RT-qPCR experiments
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Article 2

Vers un nouveau modeéle invertébré de la maladie de Lesch-Nyhan ?
Etudes des perturbations métaboliques et neurocomportementales

induites par un déficit du recyclage des purines chez la drosophile

Dans cette deuxieme étude, nous avons eu pour but de développer de nouveaux

modeles de la MLN chez la drosophile. Comme I’'HGPRT est absente chez la drosophile,
nous avons émis I'hypothese qu’une absence d’Aprt pourrait avoir en partie des
conséquences similaires a une absence d’HGPRT sur le cerveau humain. Nous avons
ainsi observé qu'un mutant de I'Aprt présente des anomalies comparables a celles
associées a un déficit en HGPRT chez I'Homme, notamment une réduction de la durée
de vie, une augmentation des niveaux d'acide urique, des problemes locomoteurs, des
altérations du sommeil et un comportement convulsif. Plus précisément, certains
effets semblent étre spécifiquement liés a I'expression de I’Aprt dans les neurones,
tandis que d’autres concernent également les cellules gliales. Nous avons également
montré que I'administration d’allopurinol normalise les niveaux d’acide urique comme
chez les patients LN, et que celle d’adénosine ou de N6-méthyladénosine pendant le
développement permet de sauver le phénotype épileptique. Enfin, I'expression d’une
forme mutante pathogéne de ’'HGPRT humaine (142T) dans le SNC entraine un déficit
locomoteur précoce, un comportement convulsif et une diminution des taux de DA
cérébrale, en comparaison aux drosophiles exprimant la forme sauvage de I'HGPRT.
Ces nouveaux modeles pourraient s'avérer d’une aide précieuse dans Ila
compréhension du role du recyclage des purines dans le cerveau et des mécanismes
neuropathologiques de la MLN, et potentiellement dans la découverte de nouvelles

cibles thérapeutiques, dans I'espoir de guérir un jour cette maladie dramatique.

Contribution personnelle : dans cet article, j’ai réalisé toutes les expériences de

longévité, de géotaxie négative, de locomotion larvaire, de mesure de I'activité
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locomotrice spontanée, de sensibilité au choc, de RT-gPCR, d’activités enzymatiques
(Aprt et HGPRT) et de mesure des taux de DA par HPLC. J'ai adapté le protocole de
dosage de I’ATP par bioluminescence, des composés puriques par HPLC et des activités
enzymatiques par radioactivité sur des extraits de drosophiles. J’ai également construit
les lignées UAS-HPRT-WT et 142T taggées ou non par clonage et transformation
bactérienne. Marion Strehaiano et Joana Dagorret, deux étudiantes en stage que jai
co-encadrées, m’ont apporté leur aide pour certaines expériences sur les lignées
transgéniques. Le Dr Ali Mteyrek a contribué a la mise en place du dosage de la DA par
HPLC. Notre collaborateur le Dr Laurent Seugnet, Centre de Recherche en

Neurosciences de Lyon, a réalisé les expériences de mesure du sommeil.
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Abstract

Lesch-Nyhan disease (LND) is a rare genetic disorder induced by a deficiency in
hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase (HGPRT), an enzyme involved in the
purine salvage pathway. LND leads in early age to hyperuricemia and severe
neurobehavioral disturbances such as dystonia, spasticity and compulsive self-injury,
associated with a lack of dopamine (DA) in the basal ganglia. To date, no treatment is
available for these neurological manifestations and no animal model recapitulates all
the defects observed in LND patients. Here we have tried to develop new models to
study LND in the fruit fly Drosophila. Because no HGPRT activity is present, the only
purine-recycling enzyme is adenine phosphoribosyltransferase (Aprt) in this organism,
so we assumed that Aprt deficiency in the fly could have in part similar consequences
as an absence of HGPRT in the human brain. We observed that Aprt-null Drosophila
mutants indeed showed defects comparable to those associated with HGPRT
deficiency in humans, including increased uric acid levels, reduced lifespan, locomotor
impairments, seizure behavior (bang-sensitivity) and sleep alterations. Interestingly,
some of these effects seem to be specifically related to the expression of Aprt in
neurons while others also involve glia. We have found that ingestion of allopurinol
normalized uric acid levels in these mutants, as in LND patients, and that
administration of adenosine or N®-methyladenosine during development fully rescued
the epilepsy-like behavior. Intriguingly, we also report that the expression of a
pathogenic mutant form of human HGPRT (142T), but not the wild-type enzyme, in fly
neurons resulted in early locomotor defects, seizure behavior and a decrease in
cerebral DA levels. Overall, these new models in Drosophila should prove valuable to
investigate the role of purine recycling in the brain and the neuropathological
mechanisms of LND, and potentially discover new therapeutic target to cure this

dramatic disease.
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Introduction

The purine salvage pathway is an essential component of cell metabolism that
allows the recovery of free purine bases derived from diet or the degradation of
nucleic acids and nucleotides, thus avoiding the energy cost of de novo purine
synthesis (Nyhan et al. 2014). Energy-intensive tissues, such as heart muscle cells and
brain neurons, extensively use this pathway to maintain their purine levels (Ipata 2011,
Johnson et al. 2019). The two main recycling enzymes involved in the salvage pathway
in mammals are hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase (HGPRT) which
converts hypoxanthine and guanine into IMP and GMP, respectively, and adenine
phosphoribosyltransferase (APRT) which converts adenine into AMP.

Whereas APRT deficiency in humans only lead to 2,8-dihydroxyadenine crystals
formation in kidney, which can be fatal but is readily prevented by allopurinol
treatment (Bollée et al. 2012, Harambat et al. 2012), inactivating mutations in HGPRT
induce Lesch-Nyhan disease (LND), a rare neurometabolic X-linked recessive disorder
with dramatic consequences for child development (Lesch and Nyhan 1964, Seegmiller
et al. 1967). The metabolic consequence of HGPRT deficiency is an overproduction of
uric acid in the blood (hyperuricemia) that can lead to gout, tophi or nephrolithiasis
(Sass et al. 1965, Kelley et al. 1967). However, children also develop severe
neurological impairments, such as dystonia, choreoathetosis, spasticity, and a dramatic
compulsive self-injurious behavior (Nyhan 1997, Jinnah et al. 2006, Torres and Puig
2007, Schretlen et al. 2005, Madeo et al. 2019). They have a developmental delay from
3 to 6 months after birth and most of them never walk or even sit without support.
Xanthine oxidase inhibitors, as febuxostat or allopurinol, are automatically given to
patients after diagnosis to decrease their uric acid levels, preventing them from the
formation of urate crystals in kidney, which can lead to renal failure (Kelley et al. 1967,
Torres et al. 2007, Lahaye et al. 2014). Unfortunately, these medications don’t show
any changes in the neurological view (Torres et al. 2007, Jinnah et al. 2010, Madeo et
al. 2019). Thus, there is no cure available to abrogate the neurobehavioral troubles.

Importantly, the clinical severity of symptoms in LND appears to be inversely

correlated to the activity of the enzyme (Fu and Jinnah 2012, Fu et al. 2014). The full
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LND phenotype which is the most severe corresponds to mutations that leave less than
2% of residual activity, whereas 2-10% of activity leads to an intermediate phenotype
with various neurological abnormalities but without self-injury, and more than 10%
protects from the neurobehavioral troubles and only implies symptoms related to
hyperuricemia. These two last groups are named Lesch-Nyhan variants (Jinnah et al.
2010).

To date, the causes of the neurobehavioral troubles in LND are still not
elucidated and it remains challenging to understand and cure this dramatic disease
(Jinnah et al. 2010, Bell et al. 2016). The more favoured hypotheses involve a
dysfunction of the basal ganglia, and particularly of its dopaminergic pathways
(Baumeister and Frye 1985, Visser 2000, Nyhan 2000, Saito and Takashima, 2000,
Egami et al. 2007). Indeed, analyses of LND patient brains revealed a marked loss of
dopamine (DA) levels (Lloyd et al. 1981, Ernst et al. 1996) and DA transporters (Wong
et al. 1996) specifically in the basal ganglia, but the mechanisms linking HGPRT activity
and the DA system are still under investigation. DA deficits have been reported in
HGPRT knockout rodents, but these animal models do not show any neurobehavioral
defects (Finger et al. 1988, Dunnett et al. 1989, Jinnah et al. 1993, Jinnah et al. 1994,
Meek et al. 2016), thus limiting the chance to find potential therapeutic molecules.
Pharmacological models have been developed by injecting the dopaminergic
neurotoxin 6-hydroxydopamine into neonatally rat brains, which induced a self-
mutilation behavior in response to DA agonist administration in adulthood. However,
these models are also of limited utility as they do not reproduce the basic genetic
impairment of LND (Breese et al. 1990, Knapp et al. 2016, Bell et al. 2016).

Efficient new in vivo models are therefore critically needed to study LND
pathogenesis and find efficient therapeutic molecules. The fruitfly Drosophila
melanogaster has been widely used to model major neurodegenerative disorders,
such as Alzheimer’s, Huntington’s or Parkinson’s diseases (Jaiswal et al. 2012, McGurk
et al 2015, Dung and Thao 2018, Nagoshi 2018), as well as heritable
neurodevelopmental disorders such as Angelman, Rett or Fragile X syndromes (Gatto

and Broadie 2011). This invertebrate model presents many advantages for
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translational studies and drug discovery (Fernandez-Herndndez et al. 2016, Perrimon
et al. 2016, Papanikolopoulou et al. 2019), and its relevance for studying rare human
genetic diseases is now recognized (Oriel and Lasko 2018). However, a Drosophila LND
model has not yet been developed to our knowledge, probably because this insect
does not express any HGPRT activity, as has been long recognized (Becker 1974a,
1974b). However, an ortholog of the enzyme adenine phosphoribosyltransferase
(APRT), named Aprt, has been conserved in flies (Johnson et al. 1987). This enzyme
seems to be the only enzyme of the purine salvage pathway in Drosophila and many
insects. It is therefore possible that part of the functions of human HGPRT, and in
particular those essential for nervous system development and physiology, were
endorsed by Aprt in Drosophila.

Here, in order to investigate whether purine recycling disruption in Drosophila
could have similar consequences as lack of HGPRT activity in humans, we have studied
the effects of Aprt deficiency on purine metabolism, lifespan and various behaviors,
including spontaneous and startle-induced locomotion, sleep and bang-sensitivity. We
provide evidence that Aprt expression prolongs lifespan and prevents seizure, and is
required for many aspects of adult life in Drosophila, being of particular importance in
neurons and in some cases in glial cells. We also show that the expression of a LND-
associated mutant form of HGPRT, but not the wild-type enzyme, in Drosophila
neurons, decreased brain DA level and induced neurobehavioral impairments similar
to those of Aprt mutant flies. Therefore, these new models in Drosophila show
neurological symptoms, at variance with rodent models and comparably to what is
observed in LND patients. They could prove valuable to study the link between purine
recycling deficiency and brain functioning, and pave the way towards new

improvements in the cure of this dramatic disease.

Results

Drosophila lacking Aprt activity have a shortened lifespan
One major aim of our study was to evaluate the significance of purine recycling

for brain development and activity in Drosophila. We have therefore started by

167



Résultats

analyzing the phenotypes induced by a deficiency in Aprt, as it is the only recycling
enzyme of the purine salvage pathway in this organism (Fig. S1). Flies carrying a null
mutation in the Aprt gene, Aprt>, develop and live apparently normally during the
adult stage. This allele has been originally generated by chemical mutagenesis
followed by selection of flies resistant to purine toxicity (Johnson and Friedman, 1981,
1983). Because Aprt mRNA can be detected by RT-PCR in this mutant and the
corresponding coding sequence do not show any point-nonsense but only missense
mutations (data not shown), it is likely that the mutant protein is expressed. We have
verified, therefore, by enzymatic assay that the Aprt® protein is inactive (Table S3). We
have also confirmed that no HGPRT enzyme activity can be detected in Drosophila
extracts (Table S3) as previously established (Becker 1974a, 1974b). Because LND
patients have a shortened life expectancy, we examined the effect of Aprt mutation on
Drosophila lifespan. This revealed that homozygous Aprt mutants have a significantly
reduced longevity (Fig. 1A): the median lifespan was about 38 days for Aprt mutants

against 50 days for wild-type flies (p < 0.001).

Higher uric acid level in Aprt mutants is normalized by allopurinol

In LND, the direct consequence of HGPRT deficiency on metabolism is an
accumulation of hypoxanthine and guanine that leads to an overproduction of uric acid
(Harkness et al. 1988, Fu et al. 2015). To determine the effects of Aprt deficiency on fly
purine metabolism, we analyzed head extracts from Aprt> mutants compared to wild-
type flies by HPLC to assay the levels of nucleotides, nucleosides and purines.
Interestingly, we observed that uric acid level was consistently increased by 24.6% in
average in Aprt> mutant heads (p < 0.01) (Fig. 1B). As for LND patients, we tried to
normalize uric acid level in flies by administrating allopurinol in the food diet.
Allopurinol is an analog of hypoxanthine and a competitive inhibitor of xanthine
oxidase, an enzyme that catalyzes the oxidation of xanthine into uric acid.
Administration of allopurinol during 5 days at a concentration of 100 pug/ml decreased
uric acid levels to a normal concentration range in Aprt> mutant heads (Fig. 1B). These

results indicate that the lack of Aprt activity in flies increases uric acid levels and this
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metabolic disturbance can be prevented by allopurinol, quite similarly to HGPRT deficit

in humans.

Aprt deficiency affects startle-induced locomotion in young adult flies

LND patients present dramatic motor disorders that prevent them for walking
at an early age. To examine whether a deficiency in the purine salvage pathway can
induce early motor disturbance in flies, we first looked at spontaneous locomotion in
3rd-instar Aprt> larvae and did not find any impairment. The locomotor stride,
corresponding to the distance traveled during one peristaltic wave (Lecompte et al.
2019), was not different in size between the mutant and wild-type flies, indicating that
larval muscular contraction is normal (Fig. S2). We then monitored the performance of
adult Aprt-null mutants in startle-induced negative geotaxis (SING), a paradigm that is
widely used to estimate climbing performance and locomotor reactivity (Feany and
Bender, 2000, Friggi-Grelin et al. 2003, Riemensperger et al. 2013, Sun et al. 2018).
Strikingly, Aprt mutants showed a very early SING defect starting from 1 day after
eclosion (d a. E.) (Pl =0.73, p < 0.001) that was more pronounced at 8 d a. E (P = 0.51,
p < 0.001), and then locomotor performance did not decline significantly until 30 d a.
E. (Fig. 1C). Hemizygous Aprt>/Df(3L)ED4284 or Aprt>/Df(3L)BSC365 flies in which the
mutation was placed over two partially overlapping small genomic deficiencies that
covers Aprt and a few neighbour genes, also displayed a SING defect at 10 d a. E. (Pl =
0.71 and 0.68, respectively, p < 0.01) (Fig. S3).

To confirm the effect of Aprt deficiency on SING behavior, we used an UAS-
Aprt®Ai line that removed more than 95% of Aprt activity when expressed in all cells
with da-Gal4 (Table S3). Remarkably, an ubiquitous expression of this RNAi reproduced
the early SING defect of the Aprt-null mutant (Pl = 0.62 at 10 d a. E., p < 0.001) (Fig.
1D). Next, to address for a specific role of Aprt during adulthood in locomotor
behavior, we used the thermosensitive gene Gal80" to downregulate Aprt only in
adult stage (McGuire et al. 2003). tub-Gal80%; da-Gal4>Aprt™A" flies raised at
permissive temperature (18°C) where Gal4 expression is suppressed did not show any

locomotor impairment (Fig. 1E, black bars). However, after being transferred for 3 days
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(between 7 and 10 d a. E.) at a restrictive temperature (30°C) that inactivates Gal80,
the same flies demonstrated a similar SING defect as Aprt> mutants (Pl = 0.63, p <
0.001) (Fig. 1E). This indicates that adult-specific inactivation of Aprt is sufficient to

alter SING performance in Drosophila.

SING behavior depends on Aprt expression in specific brain neurons and glial cells

In order to identify the neural cells in which Aprt is required for SING locomotor
behavior, we first used the elav-Gal4 and repo-Gal4 drivers to inactivate Aprt either in
all neurons or all glial cells, respectively. Surprisingly, we observed a similar locomotor
impairment with both drivers, slightly smaller than for the ubiquitous inactivation (Pl =
0.68 and 0.72, respectively, p < 0.05) (Fig 2A, B), suggesting that Aprt is required both
in neurons and glia to ensure a normal SING performance in young flies.

Because DA neurons are known to play an important role in the control of SING
behavior (Friggi-Grelin et al. 2003, Riemensperger et al. 2011, Riemensperger et al.
2013, Sun et al. 2018), we first looked at the effects of Aprt inactivation in these
neurons with TH-Gal4, but this did not induce significant impairments (Fig. S4A). This
driver strongly expresses in all brain DA neurons except a large part of the
protocerebral anterior medial (PAM) dopaminergic cluster where it labels only 12 DA
neurons out of about 90 in total (Friggi-Grelin et al. 2003, Mao and Davis 2009, Pech et
al. 2013). It has been shown previously in our laboratory that inhibiting DA synthesis in
a subset of 15 DA neurons within the PAM cluster with the NP6510-Gal4 driver was
sufficient to alter SING performance in aging flies (Riemensperger et al. 2013). Indeed,
inactivating Aprt with the TH-Gal4, R58E02-Gal4 double driver, which labels all DA
neurons including the PAM (Sun et al. 2018), induced a quite similar locomotor
impairment as did pan-neuronal expression (Pl = 0.72, p < 0.001) (Fig. 2C). Targeting
only the PAM cluster (R58E02>Aprt™NA) reproduced the same effect (Pl = 0.74, p <
0.001) (Fig. 2D), and this result was confirmed by using 2 other PAM drivers (NP6510-
Gal4 - only 15 neurons - and R76F05-Gal4) (Fig. S4B, C). This strongly argues for a

requirement of Aprt in PAM dopaminergic neurons for a normal SING behavior.
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Because PAM DA neurons innervate the horizontal lobes of the mushroom
bodies (MB) (Riemensperger et al. 2013), and because this structure has been shown
to be involved in the control of startle-induced locomotion (Sun et al. 2018), we also
inactivated Aprt in MB neurons with 238Y-Gal4 that strongly expresses in all MB lobes
(Aso et al. 2009). This driver did induce a locomotor reactivity impairment (Pl = 0.70, p
< 0.01) (Fig. 2E), and the same result was found with VT30559-Gal4, which is a very
specific driver for MB intrinsic neurons (Placais et al. 2017) (Fig. S4D). In contrast,
inhibiting Aprt in serotonergic neurons with the TRH-Gal4 driver did not induced a
SING defect (Fig. S4E). Therefore, the SING behavior depends specifically on Aprt
expression in the PAM DA and MB neurons.

As inactivating Aprt in all glial cells also impaired locomotor behavior, we next
searched for the glial subtypes involved in this phenotype. By using EAAT1-Gal4, which
drives expression in a subset of astrocytes (Rival et al. 2004), we observed a significant
impairment in climbing abilities (Pl = 0.56, p < 0.01) (Fig. 2F), whereas MZ0709-Gal4
(Doherty et al. 2009) or NP6520-Gal4 (Awasaki et al. 2008) that selectively target the
ensheathing glia did not induce such a locomotor defect (Fig. S4F-G). Therefore, Aprt
activity also modulates SING through its expression in astrocytes. Finally, we have tried
to rescue the SING defect of Aprt> mutant flies by expressing active Aprt enzyme in
neurons or glial cells. We did observe a partial rescue of this behavior when Aprt was
expressed in all neurons (Fig. 2G) (Pl = 0.70 vs. 0.52 for both controls, p < 0.05), but not
in astrocytes (Fig. S4H). This suggests that neuronal, and not glial, Aprt expression is

sufficient to ensure a partly functional SING behavior.

Aprt is required in neurons to regulate the sleep/wake cycle

Both DA neurons and the mushroom body are known to be regulators of sleep
in Drosophila (Dubowy and Sehgal 2017). Because Aprt deficiency affects the function
of these neurons in SING regulation, this prompted us to monitor the sleep pattern of
Aprt mutants. As usual, a sleep bout was defined as 5 min or more of fly immobility.
We found that Aprt> mutants slept significantly less than wild-type flies and that it was

the case both during day and night (Fig. 3A, B). Compared to controls, Aprt-deficient
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flies did not show any difference in spontaneous locomotor activity during the day, as
quantified by the number of infra-red beam cuts (events) per 30 min, but they showed
a 26.2% increase in activity during the night (p < 0.001) (Fig. 3C and S5). This suggests
that they move slower than wild-type flies but are more active at night. These mutants
indeed showed a reduced speed during waking (Fig. 3D) and a smaller average sleep
bout duration (Fig. 3E), indicating that their sleep was more fragmented. The reduced
speed does not seem to be caused by a failure in energetic metabolism, because we
could not detect a different ATP level in head and thorax of the Aprt mutants
compared to wild-type flies (Fig. S6).

Interestingly, RNAi-mediated downregulation of Aprt selectively in neurons
(elav>Aprt®™Ai flies) also significantly decreased sleep duration during day and night
(Fig. 3F), whereas glial-only expression (repo>Aprt®™A) had no effect (Fig. S7A).
Expressing the RNAI in both neurons and glia (elav; repo>AprtfNA) had similar effects as
in neurons alone (Fig. S7B). Quantification of total, day and night sleep in these
experiments are shown in Fig. 3G, S7C and S7D, respectively. These results strongly
suggest that Aprt expression is required selectively in neurons for a normal sleep

pattern in Drosophila.

Aprt mutants show epilepsy-like behavior

A number of Drosophila mutants with disrupted metabolism show increased
susceptibility to seizure and paralysis following strong mechanical or
electrophysiological stimulation (Fergestad et al. 2006, Parker et al. 2011a, Kroll et al.
2015). These mutants are called bang-sensitive (BS) and commonly used as a model of
epileptic behavior (Song and Tanouye 2008). Here we have carried out this test on
Aprt-deficient flies to determine if a disruption in purine metabolism could trigger a
similar BS phenotype. We observed that aged Aprt mutants (30 d a. E.) recovered
slowly after a strong mechanical stimulation (10 s on a vortex). It took these flies 17.3 s
on average to recover and get back on their legs compared to 2.5 s or less for wild-type
flies of the same age (p < 0.01) (Fig. 4A). Some mutants appeared completely paralyzed

as they did not spontaneously recover unless we interfered by moving the tube, so
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their recovery time could not be scored. Hemizygous flies containing the Aprt mutation
over two different genomic deficiencies (Df(3L)ED4284 and Df(3L)BSC365) also showed
a BS behavior, with an average recovery time of 28.9 s and 33.2 s, respectively (p <
0.001) (Fig. S8A).

We downregulated Aprt by RNAI in all cells with the da-Gal4 driver to test if this
could replicate the BS behavior. As shown in Fig. 4B, da>Aprt™NA flies at 30 d a. E.
displayed an increased sensitivity to mechanical shock quite similar to that of the Aprt
mutants (22.7 s on average compared to 1.55 and 0.72 s for the driver and effector
controls, respectively (p < 0.05). However, inactivating Aprt only in neurons (elav-
Gal4), glial cells (repo-Gal4) or muscles (24B-Gal4) did not induce a BS phenotype (Fig.
S8B-D), which suggests that Aprt has to be inactivated in several cell types to induce
this behavior. Finally, in contrast to the SING defect, we observed that adult-specific
Aprt inactivation in all cells also did not trigger a BS behavior (Fig. 4C), indicating that
the high sensitivity of aged Aprt mutants to mechanical stimulation is apparently a late

consequence from a developmental defect.

Adenosine or N°-methyladenosine administration prevents seizure in Aprt mutants.
One advantage of disease models in Drosophila is that they can be used
successfully for in vivo drug screening (Fernandez-Hernandez et al. 2016, Perrimon et
al. 2016). Here we have administered several compounds related to purine
metabolism to see if they can rescue the SING and BS behaviors observed in Aprt flies.
The first drug we tested is allopurinol, which is able to rescue increased uric acid level
in these mutants (see Fig. 1B). Several experiments carried out by feeding this
compound at the same concentration used for uric acid normalization (100 pg/ml),
either in adults 5 days before the test or throughout all developmental stages, did not
alter the defects in SING and BS tests observed in the Aprt mutants (data not shown).
Similarly in humans, it has been shown that the daily intake of allopurinol, even from
birth, does not mitigate the neurological impairments in LND patients (Marks et al.

1968, Torres et al. 2007, Jinnah et al. 2010, Madeo et al. 2019).
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Then, we tried to supplement Aprt mutants with various purine compounds,
including adenine, hypoxanthine, adenosine and N®-methyladenosine (m°®A), at 100 or
500 uM, either only 5 days before the test in adult stage or throughout larval
development plus 5 days before the test. None of these drugs was able to rescue the
SING defect in these conditions (data not shown). In contrast and interestingly,
administration of 500 uM adenosine or m®A during development fully rescued the BS
phenotype of Aprt> mutants (Fig. 4D-E). These results indicate that different
mechanisms underpin SING alteration and BS behavior in Aprt mutants and provide a
further evidence that the bang-sensitivity, in particular, is caused by a developmental

defect.

Neuronal expression of mutant HGPRT induces early locomotor defects and seizure
behavior

In order to develop another Drosophila model that would be as close as
possible to LND conditions, we have generated new transgenic lines to express
ectopically in living flies either the wild-type human HGPRT or a pathogenic LND-
associated mutant form of this protein (142T), both isoforms being inserted at the
same genomic anchor site. Two series of transgenic lines were generated with or
without a polyhistidine-lumio tag at the N-terminal site, designated UAS-t-HPRT and
UAS-HPRT, respectively. These lines were validated by RT-PCR, showing that they
express at similar levels (Fig. 5A-B). Enzyme assays on adult extracts of flies expressing
the wild-type form HPRT-WT in all cells showed HGPRT enzyme activity, while no or a
residual activity was detected in Drosophila expressing the mutant form HPRT-142T as
well as in driver or effector only controls (Fig. 5A-C and Table S4). Note that the
expression of HPRT-WT induced a stronger enzymatic activity (>4 times more)
compared to the tagged t-HPRT-WT isoform, suggesting that the presence of the tag
inhibited HGPRT activity or, alternatively, that it decreased enzyme stability as has
been reported for other recombinant proteins (Booth et al. 2018).

We next analyzed the consequences of human HPRT expression in SING and BS

behaviors, focusing on the effect of the untagged enzymes that preserve their normal
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structure. Very interestingly, the pan-neuronal expression of the mutant HPRT-142T
isoform, but not of HPRT-WT, specifically induced a significant early locomotor defect
at 15 d a. E. (Fig. 5D) (P1=0.71, p < 0.01) and a striking bang-sensitivity behavior at 30
d a. E. (Fig. 5E) (2.3 s average recovery time vs. 0.64 and 0.31 s for driver and effector
only controls, p < 0.001). Because LND patients have a prominent DA deficiency, we
measured the DA content in the brain of these flies by HPLC assays. We noted that DA
level appeared reduced in the HPRT-142T-expressing flies, but this effect was not
statistically significant, possibly because of the high variability between samples. In
contrast, we found a significant decrease in DA level (by 29%, p < 0.05) in the brain of
flies expressing the tagged t-HPRT-142T isoform, compared to both controls and flies
expressing t-HPRT-WT (Fig. 5G). Therefore, whereas wild-type HGPRT expression
appears to be innocuous in Drosophila, we have found that the neuronal expression of
a pathogenic HGPRT isoform with residual enzymatic activity triggers neurobehavioral
impairments similar to those of Aprt mutant flies and seems to affect the brain DA

system in a comparable way to the deficiency observed in LND patients.

Discussion

Since a long time, several studies attempted to develop animal models of LND
through HGPRT mutation in mice and rats in order to understand better the cause of
the disease and test potential therapeutic treatments (Jinnah et al. 1993, Engle et al
1996, Meek et al. 2016). Unfortunately, none of these attempts has provided a model
that recapitulates the full LND syndrome, and particularly its behavioral defects. To
date, the causes of the neurobehavioral impairments in LND are therefore not
elucidated (Fu et al. 2014, Bell et al. 2016). Here we have tried to develop new models
of this disease in Drosophila, a useful organism for genetic and pharmacological
studies. A potential drawback was that the gene encoding HGPRT has no homolog in
the fly genome. To overcome that, we used two different strategies. First, because
Aprt seems to be the only enzyme of the purine salvage pathway in Drosophila, we
hypothesized that it could have analogous functions, both for purine homeostasis and

behavior control, as HGPRT in humans. We then studied the metabolic and
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neurobehavioral consequences of a full deficiency in this enzyme. Second, we have
endeavored to express wild-type human HGPRT and a pathogenic mutant form of this
protein in Drosophila neurons to analyze their effects on the same parameters in living

flies.

Lifespan and metabolic defects of Aprt mutant flies mimic effects of HGPRT
deficiency

Flies that carry a homozygous null-mutation in Aprt develop normally and live
until the adult stage. Furthermore, a previous study reported that heterozygous Aprt/+
flies have an extended lifespan (Stenesen et al. 2013). Therefore, we first studied the
consequences of full Aprt deficiency on adult lifespan. We observed that homozygous
Aprt> mutant have in contrast a significantly reduced longevity compared to wild-type
flies, which is reminiscent of the reduced lifespan expectancy in LND (generally less
than 40 years of age for properly cared patients). Stenesen et al. (2013) have
demonstrated that dietary supplementation with adenine, the substrate of Aprt,
prevented the longevity extension conferred by AMP synthesis mutation or dietary
restriction. This suggests that longevity depends on an accurate regulation of adenine
levels. It is possible that adenine could accumulate to toxic levels during aging in
homozygous Aprt mutants, explaining their shorter lifespan. Moreover, we can also
speculate that AMP, the product of Aprt, will be decreased in the absence of a
functional Aprt, and as a consequence, AMP kinase (AMPK) would be less activated.
Multiple publications explored the role of AMPK in lifespan regulation (Sinnett and
Brenman 2016) and it has been demonstrated in Drosophila that inactivating AMPK by
RNAI in adult fat body or adult muscles reduces lifespan (Stenesen et al. 2013), as well
as its ubiquitous inactivation under starvation (Johnson et al. 2010).

In human HGPRT deficiencies, several conjugated parameters lead to an
overproduction of uric acid, which can have dramatic consequences if not properly
treated. In particular, the absence of HGPRT activity induces an accumulation of
hypoxanthine and guanine, resulting from the lack of recycling and acceleration of de

novo purine synthesis. These two purine bases are degraded into uric acid as an end-
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product (Harkness et al. 1988, Fu et al. 2015). Here, we have similarly observed an
increase in uric acid level in Drosophila Aprt mutant heads. In insects, the end-product
of purine catabolism is not uric acid, as in humans, but allantoin (see Fig. S1). However,
urate oxidase, the enzyme which converts uric acid into allantoin, is expressed
selectively in the Malpighi tubules, an excretory organ that forms the pre-urine in flies
(Wallrath et al. 1990). Hence, it could be expected to observe an accumulation of uric
acid in the hemolymph if the purine salvage pathway is impaired. Interestingly, we
could reduce uric acid to physiological levels in Aprt mutants by feeding them with
allopurinol, a xanthine oxidase inhibitor that is used to decrease uric acid level and

protect against renal failure in LND patients.

Cell-specific requirement of Aprt for motor responses in young flies

We observed that Aprt-null adult flies showed a strikingly reduced ability in the
SING test, which monitors locomotor reactivity to startle and climbing performance.
This defect was obvious at an early age, starting from 1 d a. E. The mutant locomotor
performance continued to decrease until 8 d a. E. and then appeared to stabilize up to
30 d a. E. Remarkably, this phenotype was clearly different from the defects usually
found in Drosophila Parkinson’s disease (PD) models, in which the locomotor decline
arises with ageing at around 25 d a. E. and then decreases steadily (Feany and Bender
2000, Riemensperger et al. 2013, Issa et al. 2018). Such a behavioral defect in newly
eclosed Aprt-deficient flies could be reminiscent of the early onset of dramatic motor
symptoms in LND patients, which most often appear from 3-6 months of age (Jinnah et
al. 2006). Interestingly, we were also able to induce an impairment in startle-induced
locomotion by inactivating Aprt during 3 days in adult wild-type flies, suggesting that
the mutant phenotype is not caused by a developmental flaw. In contrast, we found
that spontaneous locomotion was generally not defective in the Aprt mutants, either
in larval stages or in adults, and that ATP levels were not different than in controls,
excluding the hypothesis of a muscular or energetic metabolism failure as origin of the

reduced SING performance.
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As the complete absence of Aprt induced a strong and early SING defect, we
tried to identify in which cells Aprt is required to ensure a normal locomotor reactivity
behavior. Inactivating Aprt in all neurons by RNAi reproduced the locomotor defect of
the Aprt®> mutant. Previous studies from our and other laboratories have demonstrated
the implication of DA neurons in the control of SING performance in Drosophila (Feany
and Bender 2000, Friggi-Grelin et al. 2003, Riemensperger et al. 2011, Riemensperger
et al. 2013, Bou Dib et al. 2014, Vaccaro et al. 2017, Sun et al. 2018), and in particular
of DA neurons within the PAM cluster (Riemensperger et al. 2013, Bou Dib et al. 2014,
Sun et al. 2018). Here, we showed that inactivating Aprt in all DA neurons or only in
neurons of the PAM was sufficient to induce an early locomotor defect. Moreover,
inactivation of Aprt with TH-Gal4 that labels all DA neurons except for a major part of
the PAM cluster did not affect the SING performance, suggesting that Aprt expression
in PAM neurons is critical for this locomotor behavior.

We have found that inactivating Aprt in all MB neurons also induced a lower
performance in the SING assay. This structure receives connections from DA neurons,
including the PAM, and is enriched in DA receptors (Waddell 2010). We have recently
reported that the activation of MB-afferent DA neurons decreased the SING response,
an effect that required expression of the D; DA receptor dDA1/Dop1R1 in the MB cells
(Sun et al. 2018). We also observed a SING defect by inactivating Aprt either in all glial
cells, or more selectively in the astrocyte glia subset that expresses the glutamate
transporter EAAT1 (Rival et al. 2004), but not in the ensheathing glia (Doherty et al.
2009). Interestingly, part of these EAAT1-expressing glial cells were shown to extend
processes that form a thick mesh-like network around and inside the entire MB
neuropil (Sinakevitch et al. 2010), so it is likely that these MB-associated astrocytes are
involved in the SING phenotype of Aprt-deficient flies.

Although we could not rescue this locomotor phenotype by reintroducing an
active Aprt enzyme only in astrocytes in an Aprt mutant background, we could partially
rescue it when Aprt was expressed in neurons. It is possible that Aprt expression in
both glia and neurons would have enabled a more complete rescue but we did not try

it. Alternatively, the partial rescue could result from a dominant negative effect of the
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Aprt> mutation on Aprt activity, as suggested by our enzymatic assays on extracts of
heterozygous mutant flies (data not shown). Overall, Aprt activity appears to be
required for startle-induced locomotion through its expression in neurons and glia, and

particularly in the PAM DA and MB neurons, and in EAAT1-expressing astrocytes.

Neuronal Aprt regulates spontaneous activity and sleep

Aprt mutants show early defects in SING performance and this could be caused
by a muscular problem. To test this hypothesis, we used activity rhythm monitoring in
order to assess their spontaneous locomotion. Aprt mutants showed normal
locomotion during the day, which likely excluded a muscular impairment. However,
this experiment highlighted that Aprt mutants are hyperactive during the night,
suggesting that they sleep less than wild-type flies. This could be confirmed by
measuring the sleep pattern on video recordings. Aprt mutants sleep less, have a
reduced locomotion speed and more fragmented sleep. It has been shown in flies that
nocturnal hyperactivity is linked to an increase in dopamine signaling (Kumar et al.
2012, Lee et al. 2013). Indeed, insomnia-like flies have elevated level of DA and a
reduced longevity (Seugnet et al. 2009a), and sleep-deprived flies show increased
MRNA expression of two dopaminergic receptors, dDA1 and DAMB (Seugnet et al.
2009b). This is fully in accordance with our unpublished observation that dopaminergic
signaling is perturbated in Aprt®> mutant flies (Petitgas et al. in preparation).

We have also investigated the cell-specific requirement for Aprt in the
regulation of sleep/wake states. Inactivating Aprt only in neurons reproduced a sleep
defect during both day and night, whereas an absence of Aprt only in glial cells did not
affect this phenotype. We have not attempted here to identify the neuronal cell-
type(s) involved in this mechanism. However, previous studies have shown that DA
neurons regulate arousal and sleep in Drosophila (Birman 2005, Kume et al. 2005, Van
Swinderen and Andretic 2011, Kumar et al. 2012). Notably, as for locomotor behavior,
an overactivation of PAM DA neurons could be linked to the effects we observed,
because it has been shown that caffeine promotes wake in Drosophila by increasing

PAM neuronal activity (Nall et al. 2016). The facts that Aprt mutant flies are
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hyperactive at night and that nocturnal locomotor activity is specifically increased
when dopaminergic signaling is enhanced also suggest that an absence of Aprt can

promote wakefulness directly, or indirectly through increased DA signaling.

Adenosine supplementation rescues the epilepsy behavior of Aprt mutants

LND is characterized by several neurobehavioral troubles including dystonia,
spasticity and choreoathetosis. This mainly corresponds to uncontrolled, sustained or
repetitive muscular contractions, and stiffness or involuntary twitching and writhing
that can affect the posture, walking ability and normal movements. Some patients can
also show an epileptic disorder (Jinnah et al. 2006, Madeo et al. 2019). In flies, the
bang-sensitivity test is often used to model epileptic seizures (Song et al. 2008, Parker
et al. 2011ab). Here, we have found that 30-day-old Aprt mutant flies are very
sensitive to this mechanical shock. Interestingly, inactivating Aprt by RNAi in all cells
during all developmental stages reproduced the same phenotype, whereas
inactivation of Aprt only in adult flies failed to induce a BS behavior. These results
indicate that the absence of Aprt during development somehow alters an important
mechanism that controls bang-sensitivity, but only has a repercussion with age.
Previous works have shown that bang sensitivity is strongly linked to neuronal function
in flies (Parker et al. 2011b, Kroll and Tanouye 2013, Kroll et al. 2015, Saras and
Tanouye 2016). The fact that we could not reproduce the BS phenotype by knocking
down Aprt in selected cells such as neurons, glia, or muscles, indicates that Aprt has to
be inactivated in several or all cell types to induce this defect, which may suggest that
the crucial component missing in the absence of Aprt activity is diffusible and can be
provided to neurons from the extracellular space or the hemolymph. A likely candidate
for this factor is adenosine itself (see below).

Either metabolic disruptions, such as impairment in mitochondrial protein
transport, or synaptic transmission defects, like Na* channel gain-of-function mutation,
have been shown to increase seizure-like susceptibility in Drosophila (Fergestad et al.
2006, Howlett et al. 2013, Kroll et al. 2015). Indeed, mutants of the stress sensitive B

(sesB) gene, which encodes a mitochondrial adenine nucleotide translocase, are
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strongly affected after vortexing, and some BS mutants showed reduced ATP levels
(Zhang et al. 1999, Fergestad et al. 2006). cAMP could also be involved as Na* channels
are regulated by protein kinase A (Saras and Tanouye 2016, Scheuer 2011). One
possibility then is that Aprt deficiency would disrupt cAMP or ATP levels at a crucial
time point, which may lead to dysfunctional mitochondria and/or voltage-dependent
channels. A previous study reported that some BS mutants have a shortened lifespan
and decreased climbing ability, but those phenotypes are not always correlated,
suggesting that they may implicate different pathways (Reynolds 2018).

The BS phenotype observed in Aprt mutants appears to be caused by a
developmental problem, since knocking down Aprt for a few days in adult flies could
not reproduce this phenotype. It is known that nucleotide synthesis in the brain
primarily relies on the purine salvage pathway rather than de novo purine synthesis in
mammals (Ipata 2011). The role of Aprt being to recycle adenine into AMP, it was likely
that Drosophila Aprt mutants present a lack of nucleotides in the brain during
development, possibly inducing neuronal defects that could trigger later the BS
behavior. We have tried therefore, to feed the mutants with a diet supplemented with
various compounds involved in purine metabolism, such as adenine, hypoxanthine,
adenosine or its analog N6-methyladenosine (m°®A), either throughout larval
development or only in adult stage. Only adenosine and m°®A, ingested during
development, were able to prevent the BS behavior. This suggests that the absence of
Aprt induces a lack of adenosine in the developing nervous system which has a
profound impact on the formation or function of neural circuits controlling the BS
behavior in adults.

Adenosine is a well-known neuromodulator that strongly inhibits brain
electrical activity, and its role as an endogenous anticonvulsant and seizure terminator
is well-established in humans (Boison 2005, Masino et al. 2014, Weltha et al. 2019).
Accordingly, deficiencies in the adenosine-based neuromodulatory system can
contribute to epileptogenesis. For instance, increased expression of astroglial
adenosine kinase (ADK), which converts adenosine into AMP, leads to a reduction in

brain adenosine level that plays a major role in epileptogenesis (Weltha et al. 2019).
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Hence, therapeutic adenosine increase is a rational approach for seizure control. One
explanation for how adenosine release is responsible for seizure arrest implies the
attenuation of the GABAa receptor-mediated depolarization (llie et al. 2012). Overall,
such data could explain why our observation that feeding adenosine or its derivative
mPA rescued the seizure-like phenotype of Aprt mutant flies, and further suggests that
adenosinergic signaling has similar functions in the fly and mammalian brains. In
addition, we did observe that adenosine level was decreased in Aprt mutant flies
(Petitgas et al. in preparation), perhaps because of an elevated ADK activity to
compensate the absence of AMP production by Aprt. Although the reason why
adenosine administration only in adult stage could not rescue the BS behavior remains
to be elucidated, it is consistent with the fact that downregulating Aprt for three days
in aged adult flies was not sufficient to give rise to the BS phenotype.

The methylation of adenosine, which is the most abundant RNA modification in
mammals, is remarkably enriched in the nervous system and has been shown to
influence many physiological processes (Batista 2017). Adenosine is methylated at the
nitrogen-6 position to form m®A in RNA molecules by a large methyltransferase
complex. Once released during RNA turnover or degradation, m®A cannot be
incorporated back into nucleic acids and so it is excreted in urine (Schram 1998). The
rescuing effect we observed with m®A on the BS phenotype indicates thereby that
both this compound and adenosine rather act as adenosine receptor agonists or
allosteric regulators, than as nucleotide precursors, to prevent the nervous system

disturbance induced by Aprt deficiency.

Expression of mutant HGPRT triggers locomotor and seizure phenotypes similar to
Aprt deficiency

Why do HPRT deficits induce such dramatic neurobehavioral troubles in LND
patients still remains a crucial question. To date, cellular (Smith & Friedman 2000,
Torres et al. 2004, Ceballos-Picot et al. 2009, Cristini et al. 2010, Guibinga et al. 2012)
and rodent (Finger et al. 1988, Dunnett et al. 1989, Jinnah et al. 1993, Meek et al.

2016) models only focused on the consequences of HPRT deficiency to phenocopy the
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disease. This approach was justified by a strong causal link between residual activity of
HGPRT and phenotypic severity in humans (Fu and Jinnah 2012, Fu et al. 2014).
However, it would be conceivable that part of the symptoms observed result from
compensatory physiological mechanisms or a deleterious gain-of-function conferred to
the HGPRT protein by the pathogenic mutations. Interestingly, we observed that
expression of mutant HGPRT-142T, but not the wild-type protein, in Drosophila
neurons induced early locomotor defects and bang-sensitivity. This suggests a
potential neurotoxicity of the pathological mutant form, which could be related to
disturbances in purine metabolism or other signaling pathways. Because DA deficiency
is associated with neurobehavioral troubles in LND, we have looked at DA levels in the
various transgenic lines and found that it was decreased, indeed, in the brain of flies
expressing the mutant, and not the wild-type, tagged form of HGPRT. Although we
could not reproduce this result with the untagged isoform, possibly because of the
high variability between samples, it suggests that the presence of the 142T mutation
can specifically alter DA synthesis in flies.

Overall, we have shown that the expression of a pathogenic mutation of human
HGPRT in Drosophila neurons evoked abnormalities that are in part comparable to
those observed in LND patients, such as locomotor defects, epileptic behavior and a
loss of DA in the brain. In humans, a mutation can confer to the resulting misfolded
protein new properties making it harmful for cells, like for example a-synuclein in
Parkinson’s disease (Bridi and Hirth 2018) or p53 in cancer (De Oliveira et al. 2015). We
could assume here that the mutant form of HGPRT is not degraded properly and
accumulates as aggregates, potentially generating oxidative stress and exerting toxicity
on cells, and specifically on DA neurons. This new transgenic model therefore opens
interesting perspectives for a better understanding of the pathogenesis of LND, and
more precisely for elucidating the endogenous function of HGPRT and its pathogenic
forms. Indeed, the identification of a potential inherent neurotoxicity of defective
forms of HGPRT is a new element, which could be explored in further work. The

expression of pathogenic human HGPRT could also be attempted in rodent models, in
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which only the consequences of a deficiency of the endogenous homologous protein

have been studied so far.

Towards new models of LND in an invertebrate organism

LND, a rare X-linked metabolic disorder due to mutations of the HPRT gene, has
dramatic neurological consequences for patients. To date, no treatments are available
to abrogate these troubles, and no fully satisfactory in vivo models exist to progress in
the understanding and cure of this disease. HGPRT knockout rodents do not show
comparable behavioral troubles, which compromises the chance to find new
therapeutic targets. In Drosophila, no HGPRT homologue is expressed, indicating that
Aprt is the only enzyme of the purine salvage pathway in this organism. Here we find
that Aprt mutant flies show symptoms partly comparable to the lack of HGPRT in
humans, including increase of uric acid levels, reduced longevity, and various
neurobehavioral defects such as early locomotor decline, sleep disorder and epilepsy
behavior. In a separate work, we also report that Aprt deficiency or overexpression
disrupts the DA neurotransmitter system in Drosophila (Petitgas et al. in preparation).
Moreover, we observed that neuronal expression of a mutant form of human HGPRT
that is associated with LND triggers abnormalities in fly locomotor behavior, bang-
sensitivity and DA level. Our new models could thus prove valuable to understand
better the neuropathological mechanisms triggered by HGPRT deficiency in LND

patients.

Materials and Methods

Drosophila culture and strains

Flies were raised at 25°C on standard corn meal/yeast/agar medium
supplemented with an antifungal (methylhydroxybenzoate) under a 12-12h light:dark
(LD) cycle. The following fly strains were used: Canton-S as wild-type control, Aprt®
(Johnson and Friedman, 1983) (line #6882), Df(3L)ED4284 (line #8056) and
Df(3L)BSC365 (line #24389) obtained from the Bloomington Drosophila Stock Center,
UAS-Aprt™NA (line #106836) obtained from the Vienna Drosophila Resource Center,
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and the following Gal4 drivers: 238Y-Gal4, 24B-Gal4, da-Gal4, EAAT1-Gal4 (Rival et al.
2004), elav-Gal4 (elav>?), MZ0709-Gal4, NP6510-Gal4, NP6520-Gal4, R58E02-Gal4 (Liu
et al. 2012), R76F05-Gal4, repo-Gald4, TH-Gal4 (Friggi-Grelin et al. 2003), TRH-Gal4
(Cassar et al. 2015), tub-Gal80"* and VT30559-Gal4.

The driver>effector convention was used to indicate genotypes in figures, e.g.
elav>Aprt™NA for elav-Gal4; UAS-Aprt™NAi In some experiments, to restrict RNAi-
mediated Aprt inactivation to the adult stage, we have used the TARGET system
(McGuire et al. 2003). Flies were raised at 18°C (permissive temperature), at which the
transcriptional activity of Gal4 was repressed ubiquitously by tub-Gal80" and shifted to
30°C (restrictive temperature) for 3 days before the test, during which the degradation

of Gal80* allowed Gal4 to drive the expression of AprtfNAI,

HPRT transgenic lines

Clones containing the human wild-type and 142T mutant HPRT cDNAs were kindly
provided by Dr. Hyder A. Jinnah (Emory University, GA, USA). Because the sequence of
the 142T form was labeled by a 6 x Histidine-Lumio tag at the N-terminal site, we first
made UAS constructs to express a similarly tagged version of both wild-type and 142T
HPRT (named t-HPRT-WT and t-HPRT-142T, respectively). The In-Fusion HD Cloning Kit
(Takara Bio, Kyoto, Japan) has been used according to the manufacturer’s instructions.
The 711-bp t-HPRT-WT and 142T inserts were PCR amplified using primers with added
restriction sites (Table S1). The sequence upstream of the ATG initiation codon in the
forward primer was modified to match the Drosophila translation start consensus
sequence. After digestion with EcoRl and Xbal, the cDNAs were subcloned into
pUASTattB vector (Bischof et al. 2007) and the insertion verified by sequencing (Eurofins
Genomics, Ebersberg, Germany). The constructions were sent to BestGene, Chino Hills,
CA, USA, for germline transformation into the attP40 docking site on the 2d
chromosome. The UAS-t-HPRT-WT and UAS-t-HPRT-142T lines giving the strongest
expression were selected and used in the experiments.

We also generated UAS-HPRT transgenic lines without N-terminal tags. Since we
only had the HPRT-WT cDNA without tag, we constructed HPRT-142T from this clone by

site-directed mutagenesis using the Quick Change |l Site-Directed Mutagenesis Kit
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(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Primers sequences used to create the
mutation are shown in Table S2. The DNA obtained was verified by sequencing. Then,
the 657-bp HPRT-WT and 142T inserts were PCR amplified using primers with added
restriction sites and Drosophila translation start consensus sequence (Table S2). They
were subcloned into pUASTattB vector and verified by sequencing. The transgenes were

sent to BestGene for transformation and inserted again into the attP40 docking site.

Lifespan assay

Longevity study was performed as previously described (Riemensperger et al.
2011). Drosophila adult males were collected within 24h of emergence and maintained
on standard medium at 25°C under a 12:12h LD cycle. They were transferred into fresh
bottles every 2-3 days and the number or surviving flies was scored. 50 flies per bottle

in triplicate were tested for each genotype and the experiment was done 3 times.

Larval locomotion

The locomotion of 3™-instar larvae was monitored as recently described
(Lecompte et al. 2019). Larvae were placed one by one on an agar plate at 25°C. After
about 30 s of habituation until the larva reached a regular motion, the number of
peristaltic waves (body wall muscle contractions) and the distance traveled were
counted for 5 min, using a 4-mm? grid placed below the agar plate. 5 male larvae per
genotype were tested. Results are expressed as size of locomotion stride, i.e. the total
distance traveled (mm) divided by the sum of the peristaltic waves. Data shown are

the mean of 3 independent experiments.

Startle-Induced Negative Geotaxis (SING)

SING assays were performed as previously described (Rival et al. 2004;
Riemensperger et al. 2011, 2013). For each genotype, 50 adult males divided into 5
groups of 10 flies were placed in a vertical column (25-cm long, 1.5-cm diameter) with
a conic bottom end and left for about 30 min for habituation. Then, columns were
tested individually by gently tapping them down (startle), to which flies normally
responded by climbing up. After 1 min, flies having reached at least once the top of the
column (above 22 cm) and flies that never left the bottom (below 4 cm) were counted.

Each fly group was assayed three times at 15 min intervals. The performance index (Pl)
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for each column is defined as %[1 + (Ntop-Nbot)/Ntot], Where niot is the total number of
flies in the column, niwp the number of flies at the top and npot the number of flies at
the bottom after 1 min. SING was performed at 1, 8, 10 or 30 days after eclosion (d a.

E.).

Spontaneous locomotion and sleep monitoring

Spontaneous locomotor activity was recorded as previously described (Vaccaro
et al. 2017), using Drosophila activity infra-red beam monitors (DAM, TriKinetics Inc,
Waltham, MA USA) placed in incubators at 25°C equipped with standard white light. 8-
day-old male flies were maintained individually for 5-6 days under 12:12h LD cycle in 5
X 65 mm glass tubes containing 5% sucrose, 1.5% agar medium. Data analysis was
performed with the FaasX software (Klarsfeld et al. 2003). Histograms represent the
distribution of the activity through 24h in 30-min bins, averaged for 32 flies per

genotype over 4-5 cycles.

For sleep monitoring, 2-4 days old virgin female flies were transferred
individually into 5 x 65 mm glass tubes containing standard food and their movements
were recorded for up to 5 days using DAM infra-red beam monitors (TriKinetics Inc,
Waltham, MA USA) or the Drosophila ARousal Tracking (DART) video system (Faville et
al. 2015), in a 12-12h LD cycle with 50-60% humidity. Control and experimental flies
were recorded simultaneously. Each experiment included at least 14 flies for each
condition and was repeated 2-3 times with independent groups of flies. Fly sleep,
defined as periods of immobility lasting more than 5 min (Dubowy and Sehgal 2017),
was computed with a Microsoft Excel macro for the infra-red beam data and with the
DART software for the video data. Distribution and homogeneity as well as statistical
group comparisons were tested using Microsoft Excel plugin software Statel. The p
value shown is the highest obtained among post-hoc comparisons and means + SEM

were plotted.

Bang-sensitivity test
Bang-sensitive (BS) behavior assays were performed as previously described
(Howlett et al. 2013). 30-day-old males were divided into 5 groups of 10 flies under CO>

and allowed to recover overnight. The following day, each group was placed in a vial
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without food and after 20 min of habituation, they were stimulated vigorously with a
vortex mixer for 10 s at 2,500 rpm. The recovery time was measured for each fly, from
the end of the stimulation until they reached a normal standing position. Results are

the mean of the recovery time for at least 50 flies per genotype.

Drug administration

Allopurinol (A8003, Sigma Aldrich, St. Louis, MI, USA) was diluted in standard
medium at 100 ug/ml and flies were placed for 5 days on this medium before
metabolite extraction. Adenosine (A9251, Sigma Aldrich, St. Louis, MI, USA) or N°-
methyladenosine (m°®A) (QB-1055, Combi-Blocks, San Diego, CA, USA) were diluted in
fly food medium at 500 uM. Parents were allowed to lay eggs on this medium in order
to have exposition to the drug throughout all larval development of the progeny.
Adults were collected and placed in normal medium until 5 days before the test, when
they were placed again in food supplemented with adenosine or m®A at the same

concentrations.

Purine detection and quantification

For metabolite extraction, 40 heads from 8-day-old flies were ground in 80%
ethanol, heated for 3 min at 80°C and evaporated in a Speedvac apparatus. Dried
residues were resuspended in MilliQ water and total protein content of each
homogenate was measured with the Pierce BCA Protein Assay Kit (ThermoFisher
Scientific, Waltham, MA, USA). 20 ul of each sample was injected into a 25 cm x 4.6
mm C18 Nucleosil column with 5-um particles (Interchim, Montlucon, France). Purines
metabolites were detected by an Agilent 1290 Infinity HPLC system coupled with a
diode array detector as recommended by the ERDNIM advisory document. 7
wavelengths were used for detection (230, 240, 250, 260, 266, 270 and 280 nm) in
order to have the spectrum of each compound for identification in addition to the
retention time. The mobile phases contained 0.05 M monopotassium phosphate pH 5
and 65% (v/v) acetonitrile. The flux was fixed at 1 ml/min. For analysis, the maximum
height of the compound was normalized to protein content and compared to the

control genotype.
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ATP assay

ATP level was measured by bioluminescence using the ATP Determination Kit
(A22066, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) on a TriStar 2 Spectrum LB942S
microplate reader (Berthold Technologies, Bad Wildbad, Germany), according to the
manufacturer’s instructions. Samples were prepared as described previously
(Fergestad et al. 2006). Briefly, 30 heads or 5 thoraces from 8-day-old flies were
homogenized in 200 pL of 6 M guanidine-HCI to inhibit ATPases, boiled directly 5 min
at 95°C and then centrifuged for 5 min at 13,000 g and 4°C. Total protein content of
each supernatant was measured with the BCA Protein Assay Kit. Each supernatant was
then diluted at 1:500 in TE buffer pH 8 and 10 pl were placed in a 96-well white-
bottom plate. The luminescent reaction solution (D-luciferine, luciferase, DTT and
buffer) was added to each well with an injector and high-gain 1-s exposure glow reads
were obtained at 15 min after reaction initiation. Results were compared to a standard
curve generated with known ATP concentrations and final values were normalized to

the protein content.

Enzymatic activity assay

HGPRT and APRT enzymatic activities were assessed in Drosophila by adapting
methods previously established for human cells (Cartier and Hamet 1968, Ceballos-
Picot et al. 2009). 20 whole male flies were homogenized in 250 pul of 110 mM Tris, 10
mM MgCl, pH 7.4 (Tris-MgCl, buffer), immediately frozen and kept at least one night at
-80°C before the assay. After 5 min of centrifugation at 13,000 g, total protein content
of each supernatant was measured with the BCA Protein Assay Kit to normalize activity
level. Kinetics of [**C]-hypoxanthine conversion to IMP and [**C]-adenine conversion to
AMP were assessed for HGPRT and Aprt assays, respectively. Compositions of reaction
mediums were: 25 pl of a radioactive solution made with 38 pl of [**C]-hypoxanthine
(25 pCi/ml) diluted in 1ml of 1.2 mM cold hypoxanthine, for HGPRT assay, or 25 pl of a
radioactive solution made with 75 pl of [**C]-adenine (50 uCi/ml) diluted in 1 ml of 1.2
mM cold adenine for Aprt assay, and a volume of fly extract equivalent to 200 ug
protein diluted in Tris-MgCl, buffer to 150 ul. Reactions were monitored at 37°C and

started by adding 25 ul of the co-factor 5-phosphoribosyl-1-pyrophosphate (PRPP) at
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10 mM. After 6, 12, 24 and 36 min, 40 uL of each pool was placed in a tube containing
either 25 pl of HIE (3 mM hypoxanthine, 6 mM IMP, 200 mM EDTA) or AAE (3 mM
adenine, 6 mM AMP, 200 mM EDTA) solutions and incubated for 3 min at 95°C to stop
the reaction. The different radioactive compounds were separated by paper
chromatography on Whatman 3MM strips using 28% NHsOH, 50 mM EDTA as solvent
for about 1h30. Then, the substrates and products were visualized under a UV lamp at
254 nm and placed separately in vials in 2 ml of Scintran (VWR, Radnor, PA, USA). The
radioactivity in disintegrations per minute (dpm) was measured in a Packard Tri-Carb
1600 TR liquid scintillation analyzer (PerkinElmer, Waltham, MA, USA). The percentage
of substrate transformation as a function of time was converted in nmol/min/mg

protein and finally normalized to wild-type control values.

Reverse transcription-PCR

Total RNA was isolated by standard procedure from 20-30 heads of 8-day-old
males collected on ice and lysed in 600 upl QIAzol Reagent (Qiagen, Venlo,
Netherlands). 1 pg of total RNA was treated by DNase (DNase |, RNase-free,
ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) according to the manufacturer’s
instructions. 5 pL of treated RNA was reverse transcribed using oligo d(T) primers
(PrimeScript RT Reagent Kit — Takara Bio, Kyoto Japan). Then, at least 750 ng of the
first strand cDNA was amplified in 20 ul of reaction mixture using PrimeStar Max DNA
polymerase (Takara Bio, Kyoto Japan) with a Techne Prime Thermal Cycler apparatus
(Bibby Scientific, Burlington, NJ, USA). The program cycles included 10 s denaturation
at 98°C, 10 s annealing at 55°C and 10 s elongation at 72°C, repeated 30 times. PCR
product levels were measured after electrophoresis by densitometry analysis with the
Fiji software. Data were normalized to amplification level of the ribosomal protein
rp49/RpL32 transcripts as internal control. Sequences of the primers used were: sense
HPRT, 5’-GAGATACAAAATGGCGACCCGCAGCCCT; antisense HPRT, 5-
GCTCGGATCCTTATCATTACTAGGCTTTG  (amplicon  686bp); sense rp49, 5'-
GACGCTTCAAGGGACAGTATC; antisense rp49, 5’- AAACGCGGTTCTGCATGAG (amplicon
144bp).
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Dopamine assay

DA levels in Drosophila brain extracts were determined by HPLC coupled to
electrochemical detection as previously described (Hardie and Hirsh, 2006,
Riemensperger et al. 2011). The HPLC system consisted of a Jasco model PU-2089 Plus
isocratic pump (Jasco Inc., Easton, MD, USA) coupled to an ED703 Pulse
electrochemical detector (GL Sciences, Shinjuku-ku, Tokyo, Japan) equipped with a
low-volume flow cell. 10 brains from 8-day-old male flies were hand dissected and
quickly homogenized with a Minilys apparatus (Bertin Instruments, Montigny-le-
Bretonneux, France) in 100 pl of ice-cold 50 mM citrate/acetate pH 4.5. Homogenates
were filtered through a nylon 0.2 um centrifugal filter (VWR, Radnor, PA, USA) before
analysis. Separation was performed with a 10 cm x 4.6 mm Hypersil H30DS-100A
column (Hichrom, Berkshire, UK) protected by a Hypersil guard cartridge. The mobile
phase contained 4 mM decanesulfonic acid, 50 mM citrate/acetate pH 4.5 and 21%
(v/v) acetonitrile. The flux was maintained at 0.3 ml/min and the detector potential
was fixed at +1,000 mV relative to a conductive diamond electrode. 3 injections of 20
ul (equivalent to 2 brains) were performed for each data point and at least 3 different
homogenates were injected for each genotype. Results are normalized to the control

condition and show mean + SEM of three independent experiments.

Statistical analysis

Statistical significance was determined with the Prism 6 software (GraphPad
Software, La Jolla, CA, USA). Survival curves for longevity experiments were analyzed
using the log-rank test. The Student’s t-test was used to compare two genotypes or
conditions, and one-way or two-way ANOVA with Tukey’s or Sidak’s post-hoc multiple
comparison tests for three or more conditions. Results are presented as mean + SEM.

Probability values in all figures: *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.
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Figure 1. Aprt deficiency induces metabolic and neurobehavioral defects. (A) Aprt®
mutant flies that are devoid of Aprt activity have a shortened lifespan compared to
wild-type flies (median lifespan: 38 and 50 days, respectively). 3 independent
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experiments were performed on 150 flies per genotype with similar results and one
representative experiment is shown. ***p < 0.001. (B) HPLC profiles on head extracts
revealed an increase in uric acid levels in Aprt> flies. Administration of 100 ug/ml
allopurinol for 5 days before the test normalized uric acid level. Mean of 10
independent experiments (3 with allopurinol) performed on 40 heads per genotype.
**p < 0.01, ns: not significant. (C) Aprt> mutant flies showed early defects in the SING
test that monitor locomotor reactivity and climbing performance. This behavioral
deficit was already obvious at 1 d a. E. (days after eclosion) and their performance
decreased further up to 8 d a. E., after what it did not changed significantly up to 30 d
a. E. Mean of 3 independent experiments performed on 50 flies per genotype. **p <
0.01, ***p < 0.001. (D) Downregulating Aprt by RNA: in all cells (da>Aprt™A) also led to
an early impairment in climbing responses in the SING assay at 10 d a. E., as compared
to the driver (da/+) and effector (Aprt®™Ai/+) only controls. (E) Adult-specific
inactivation of Aprt (tub-Gal80%; da-Gal4>Aprt™A) decreased startle-induced climbing
abilities in the SING paradigm, suggesting that the locomotor impairment induced by
Aprt deficiency is not caused by a developmental issue. Flies were raised at permissive
temperature (18°C) in which Gal80® suppressed Gal4-controlled AprtfNAi expression,
and were shifted from 18 to 30°C for 3 days before the test (between 7 and 10 d a. E.)
to activate transgene expression. ***p < 0.001, ns: not significant.
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Figure 2. Aprt knockdown in MB-associated neurons or astrocytes induces locomotor
reactivity defects. (A-B) Both pan-neuronal (elav-Gal4) (A) and pan-glial (repo-Gal4) (B)
Aprt®NAl expressions also induced defects in this test. (C-E) Aprt knockdown in all
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dopaminergic neurons with the TH-Gal4, R58E02-Gal4 double driver (C), in the PAM DA
neuron cluster only (R58E02>Aprtf™NA) (D), or in all MB intrinsic neurons with 238Y-Gal4
(E) similarly led to a decrease in SING performance. Further experiments confirming
this cell specificity are shown in Fig. S5. (F) For glial cells, an early decline in the
locomotor response to startle was only observed by expressing Aprt™Ai in astrocyte
subsets with the EAAT1-Gal4 driver. (G) Pan-neuronal expression of wild-type Aprt in
all neurons partially rescued the locomotor reactivity of Aprt®> mutants. Results of 3 or
4 independent experiments performed on 50 flies per genotype at 10d a. E. *p < 0.05,
**p < 0.01, ***p < 0.001.
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Figure 3. Spontaneous locomotor activity and sleep patterns of Aprt deficient flies.
(A) Sleep pattern during a typical 24h LD cycle showing that the total amount of sleep
is smaller during day and night in Aprt> mutants compared to wild-type flies. (B)
Quantification of day (ZT1-12), night (ZT13-24) and total sleep in Aprt> mutants. ZT is
for Zeitgeber, a German term that means “time giver”. (C) Quantification of total
spontaneous locomotor activity during day and night over 5 LD cycles. Aprt> mutants
show a higher activity at night but no difference in spontaneous locomotion with wild-
type flies during the day. Mean of 3 independent experiments performed on 32 flies
per genotype. ***p < 0.001, ns: not significant. (D) Locomotion speed during waking is
reduced in Aprt> mutants. (E) The average sleep bout duration is also decreased in
Aprt> mutants, indicating that Aprt deficiency leads to a fragmented sleep. (F) Sleep
pattern of elav>Aprt™Ai flies, showing that knock-down of Aprt in all neurons led to
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sleep reduction during the night, similarly to the mutant condition, and an even more
profound sleep defect during the day. (G) Quantification of total amount of sleep when
Aprt was downregulated in all neurons (elav-Gal4), all glial cells (repo-Gal4) and both
neurons and glial cells (elav-Gal4; repo-Gal4). Except for glia only, the resulting effect
was a significant sleep reduction.
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Figure 4. Aprt deficiency triggers a seizure-like phenotype. (A) At 30 d a. E., Aprt®
mutants need a much longer time than wild-type flies to recover from a strong
mechanical shock, showing a seizure-like BS phenotype characterized by tonic-clonic
phases with paralysis. (B) RNAi-mediated downregulation of Aprt in all cells
(da>Aprt®™A) also led to a BS phenotype in adults at 30 d a. E. but not in driver and
effector controls. (C) Aprt knock-down by RNAI during the adult stage for 3 days before
the test was not enough to induce a BS behavior, suggesting that it could be caused by
a developmental defect or a longer inactivation of Aprt. Results of 3 independent
experiments performed on 50 flies per genotype. *p < 0.05, **p < 0.01, ns: not
significant. (D - E) The BS phenotype of 30-day-old Aprt> mutants was rescued by
feeding either 500 uM adenosine (ado) (D) or 500 uM Né-methyladenosine (m°®A) (E)
during all developmental stages plus 5 days before the test. Results of 4 or 5
independent experiments performed on 50 flies per genotype. ***p < 0.001, ns: not
significant.
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Figure 5. Expression of the pathogenic but not wild-type isoform of human HGPRT
induces neuronal defects in flies. (A-C) Transgenic expression of human HPRT cDNAs
in Drosophila. (A) Ubiquitous expression allows the amplification of human HPRT
transcripts by RT-PCR in head extracts of da>HPRT-WT and da>HPRT-142T flies. A band
with lower intensity was also detected in the effector controls (HPRT-WT/+ and HPRT-
142T/+), and not in the driver control (da/+), which could originate from a small
amount of driver-independent transgene expression. (B) Quantification of the previous
RT-PCR experiment. (C) Enzymatic assay performed on fly extracts revealed a
significant amount of HGPRT activity in da>HPRT WT-flies and a much lower activity in
da>HPRT-142T flies. No HGPRT activity was detected in control lines, even in the
effector controls that seemed to be leaking by RT-PCR. (D, E) Expression of the
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pathogenic form in all neurons (elav>HPRT-142T), but not of the wild-type form
(elav>HPRT-WT) induced an early locomotor SING defect at 15 d a. E. (D) and a
prominent BS phenotype at 30 d a. E. (E), as compared to the driver (elav/+) and
effector (HPRT 142T/+) only controls. Results of 3 independent experiments performed
on 50 flies per genotype. **p < 0.01, ***p < 0.001, ns: not significant. (F, G) Expression
in all neurons of the untagged (elav>HPRT-142T) (F) or tagged (elav>t-HPRT-142T) (G)
mutant forms appeared to decrease DA levels in brain extracts, as compared to the
controls. However, this effect was significant, only with the tagged 42T mutant,
possibly due to the high variability between samples. 10 brains were dissected per
experiment and genotype, and 3 independent experiments were performed. *p < 0.05,
ns: not significant.
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Supplementary figures
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Figure S1. Schematic diagram of purine metabolism in Drosophila melanogaster. The
pathways for de novo synthesis and degradation of purines are similar in Drosophila
and mammals, while purine recycling is different. Indeed, the HGPRT enzyme, known in
mammals and many other phyla to recycle hypoxanthine and guanine into IMP and
GMP, respectively, do not have an ortholog in Drosophila. However, the APRT enzyme,
which converts adenine into AMP, has been conserved, suggesting that Drosophila Aprt
is the only recycling enzyme of the salvage pathway in this organism. AMP: adenosine
monophosphate; APRT: adenine phosphoribosyltransferase; GMP: guanosine
monophosphate; HGPRT: hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase, IMP:
inosine monophosphate; PRPP: phosphoribosyl pyrophosphate; S-AMP: succinyl-AMP;
XMP: xanthosine monophosphate.
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Figure S2. Larval locomotion of Aprt mutants. The size
of the stride corresponds to the distance crawled by the
larva during one peristaltic wave of muscle contraction
and is an index of larval locomotor performance. The
3rd-instar larvae of Aprt> mutants did not show any
defects in crawling. Results of 3 independent
experiments performed on 5 larvae per genotype. ns:
not significant.

Figure S3. SING behavior of hemizygous Aprt
mutant flies. Df(3L)ED4284 and Df(3L)BSC365
are deficiencies located in 62B4-B12 and 62B7-
D3, respectively, that removes Aprt and
several neighbour genes. Hemizygous Aprt®
flies, in which the mutation was placed over
these deficiencies, showed an early locomotor
decline in the SING assay at 10 d a. E., similarly

to homozygous Aprt> flies. Results of 3-4
independent experiments performed on 50
flies per genotype. **p < 0.01.
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Figure S4. Downregulation of Aprt expression in PAM DA or MB intrinsic neurons
alters SING performances (A) RNAi-mediated Aprt inactivation in all DA neurons
except a large part of the PAM cluster with the TH-Gal4 driver did not lead to
locomotor defects in the SING assay. (B) In contrast, Aprt inactivation selectively in the
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DA neurons of the PAM cluster using either NP6510-Gal4 or R76F05-Gal4 significantly
decreased climbing performance. (D) To confirm the results of Fig. 2E, we have tested
another specific MB neurons driver (VT30559-Gal4) and similarly observed a
locomotor defect when Aprt™Al is expressed in MB intrinsic cells. (E- G) Aprt
downregulation targeted either in serotoninergic neurons with TRH-Gal4 (E), or
ensheathing glial cells using MZ0709-Gal4 (F) or NP6520-Gal4 (G), did not alter startle-
induced climbing response of the flies. (H) Expressing wild-type Aprt in astrocyte-like
glia with the EAAT1-Gal4 driver did not rescue the deficits in climbing response of the
Aprt> mutant. Results of 3 or 4 independent experiments performed on 50 flies per
genotype at 10d a. E. ¥*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ns: not significant.
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Figure S5. Daily locomotor activity profiles of wild-type flies and Aprt> mutants.
Actograms showing activity profiles during a 12-12h light:dark (LD) cycles from wild-
type (A) and Aprt®> (B) male flies at 8 d a. E. Aprt deficiency does not seem to alter
circadian activity.

80- L, Bl Wild type
B3 Aprf Figure S6. ATP level is not affected
60 L in head and thorax of Aprt® flies.
ATP was measured by
bioluminescence with recombinant
firefly luciferase activity. Mean of 3
or 4 independent experiments
i é performed on 30 heads or 5
! v thoraces per genotype. ns: not
significant.
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Figure S7. Sleep patterns of Aprt-deficient flies. (A) Sleep pattern of repo>AprtfNAi
flies, showing that knock-down of Aprt in all glial cells did not induce any sleep defect.
(B) In contrast, knocking down Aprt in all neurons and glial cells (elav; repo>Aprt®NA)
led to sleep reduction during both day and night, as with elav-Gal4 driver alone (see
Fig. 3F). (C-D) Quantification of amount of sleep during day (C) and night (D) when Aprt
was downregulated by RNAi in all neurons (elav-Gal4), all glial cells (repo-Gal4) and
both neurons and glial cells (elav-Gal4; repo-Gal4). In both cases, sleep reduction was
observed when Aprt was inactivated in neurons but not in glial cells, and sleep was not
significantly more affected when the double driver for neurons and glial cells was used,
compared to the pan-neuronal driver alone.
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Figure S8. Cell-specific Aprt inactivation does not induce bang-sensitivity. (A) At 30 d
a. E.,, hemizygous Aprt> mutants showed a strong BS phenotype. Results of 2-4
independent experiments performed on 50 flies per genotype. **p < 0.001. (B-D) The
downregulation of Aprt expression by RNAI selectively in all neurons (B), all glial cells
(C) or all muscles (D) did not induce a seizure phenotype, at variance with its
ubiquitous downregulation (Fig. 4B). Results of 2 or 3 independent experiments
performed on 50 flies per genotype at 30 d a. E. ns: not significant.
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Gene Primers Sequences

HPRT P1-EcoRl (forward) 5'- AGGGAATTGGGAATTCGAGATACAAAATGGGTCACC

HPRT P2-Xbal (reverse) 5'- ACAAAGATCCTCTAGAGCTCGGATCCTTATCATTAC

The added restriction sites are in bold type. The bases modified to match the
Drosophila translation initiation consensus sequence are underlined.

Table S1. Primers used to generate UAS-t-HPRT constructs

Gene Primers Sequences

HPRT-142T | P1-T125C (forward) 5'-CAGTCCTGTCCATAGTTAGTCCATGAGGAATAAACACCCT
HPRT-142T | P2-T125C (reverse) 5'-AGGGTGTTTATTCCTCATGGACTAACTATGGACAGGACTG
HPRT P1-EcoRl (forward) 5'- AGGGAATTGGGAATTCAAGAAGGAGATACAAAATGGC
HPRT P2-Xbal (reverse) 5’- ACAAAGATCCTCTAGAGCTCGGATCCTTATCATTAC

The mutation added is in red. The added restriction sites are in bold type. The bases
modified to match the Drosophila translation initiation consensus sequence are underlined.

Table S2. Primers used to generate UAS-HPRT constructs.
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Aprt activity
G S :
snotype s (nmol/min/mg prot)
males 1.32+0.17
Wild type
females 277 £0.27
Aprt® males and females 0.04 +0.02
Aprt®/Df{3L)ED4284 males 0.02 +0.01
da/+ males 2.78+0.41
da>Aprt™™A males 0.10 +0.01
Aprt™Nhi /e males 2.16 +0.37

Table S3. Aprt enzyme activity in wild-type and Aprt-deficient flies. Aprt activity can
be measured in wild-type Canton-S Drosophila and females show more activity than
males. No Aprt activity has been detected in homozygous Aprt> or hemizygous
Df(3L)ED4284/Aprt> mutant flies. Ubiquitous downregulation of Aprt expression by
RNAi with da-Gal4 (da>Aprtf™™4) led to reduction in activity by about 96.4 % and 95.4 %
compared to the da/+ and AprtfNAi/+ controls. Results are presented as mean + SEM.

Genatvae t-HGPRT activity
P (nmol/min/mg)
da/+ 0
da>t-HPRT-WT 3.16 £0.25
da>t-HPRT-142T 0
t-HPRT-WT/+ 0
t-HPRT-142T/+ 0

Table S4. HGPRT activity in transgenic flies expressing wild-type or pathogenic
mutant forms of human HPRT tagged at the N-terminal site. The HPRT gene is absent
in Drosophila, therefore no HGPRT activity is detected in da/+ and t-HPRT/+ control
lines. In contrast, ubiquitous expression of wild-type human N-terminal tagged t-HPRT
in flies induced enzymatic activity in fly tissues (da>t-HPRT-WT), while the expression
of the N-terminal tagged pathogenic mutant form t-HPRT-142T did not yield any
detectable activity (da>t-HPRT-142T).
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Discussion

Discussion

Ces travaux de thése avaient pour buts : 1- d'explorer les interactions entre la voie de
recyclage des purines et le systeme DAergique chez la drosophile et 2- de développer
des modeles in vivo de la MLN chez cet organisme, dans le but de mieux comprendre
les mécanismes pathologiques de cette maladie et d’identifier si possible de nouvelles

cibles thérapeutiques.

1. Role de I’Aprt dans ’homéostasie du systéeme dopaminergique chez la
drosophile

Comme décrit dans l'Introduction, les études biochimiques et de neuroimagerie
réalisées sur les patients atteints de MLN ont démontré une perturbation globale du
systéme DAergique dans les ganglions de la base, a savoir un déficit important en DA,
une diminution des activités enzymatiques de la TH et de la DDC, une diminution du
transporteur DAT et une augmentation des récepteurs D1 et D, (Lloyd et al., 1981 ;
Saito et al., 1999 ; Wong et al., 1996 ; Ernst et al., 1996). Malgré de nombreuses
hypothéses avancées dans le but d’expliquer comment une absence d’activité HGPRT
peut donner lieu a des altérations spécifiques de la neurotransmission DAergique, les

mécanismes exacts impliqués restent a ce jour inconnus.

1.1 l’expression de I’Aprt et la synthése de DA sont inversement corrélées chez la
drosophile

Nos travaux ont confirmé |'absence d’homologue et d’activité HGPRT chez Ia
drosophile. Par conséquent, nous avons dans un premier temps étudier I'influence
d’un déficit en Aprt, la seule enzyme de recyclage des purines chez cet organisme, sur
le systéme DAergique. De facon inattendue et contrairement a ce qui est observé dans
la MLN, nous avons constaté une augmentation significative de I'expression de la TH et

des taux de DA dans le cerveau de drosophile mutantes pour I’Aprt.
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Un premier point technique pourrait étre soulevé ici. Concernant la DA, un dosage par
HPLC avait dans un premier temps été réalisé sans I'obtention de résultats significatifs,
probablement a cause d’une trop grande variabilité des échantillons inhérente a la
méthode utilisée. C’est pourquoi nous avons par la suite effectué un
immunomarquage anti-DA in situ sur les cerveaux disséqués, avec des résultats plus
probants. Cependant, il serait intéressant et sans doute plus précis d’utiliser la sonde
fluorescente GRABpa développée récemment (Sun et al.,, 2018a), qui permet de
mesurer la DA extracellulaire directement en imagerie cérébrale par microscopie a

deux photons sur des cerveaux de drosophile.

Bien qu’un déficit en DA soit un résultat robuste dans la MLN, une dérégulation de la
TH est quant a elle plutét controversée. Certaines études n’ont ainsi pas trouvé de
diminution de 'immunoréactivité de la TH dans la SN de patients (Saito et al., 1999) ou
de souris déficientes en HGPRT (Jinnah et al., 1994). Par contre, une surexpression des
récepteurs D1 a été mise en évidence dans le putamen des patients LN (Saito et al,,
1999) et il a été suggéré que cette hypersensibilité, probablement induite par une
activité DAergique présynaptique réduite, serait en cause dans le comportement
d’automutilation. Dans notre étude, une augmentation importante de I'expression des
récepteurs dDA1 et DAMB, mais pas de dD2R, a également été détectée chez les
mutants Aprt, mais celle-ci n’est a priori pas liée a une diminution de I'activité
DAergique présynaptique étant donné que la TH et la DA sont augmentés dans ces
conditions. Cette augmentation transcriptionnelle pourrait étre due a une
désensibilisation des récepteurs induite par la concentration anormalement élevée en

DA dans le mutant Aprt.

Une autre possibilité serait que I"'augmentation de la biosynthése de la DA (TH/DA) et
celle des récepteurs de la DA soient médiées par des mécanismes indépendants
affectant le développement du systéme DAergique durant le processus de
différentiation neuronale. Ainsi, une dérégulation de facteurs de transcription ou de

signalisation impliqués dans le développement précoce des nDA du mésencéphale a
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été démontré dans un modele cellulaire de la MLN utilisant des nDA de souris
déficientes en HGPRT (Lewers et al., 2008), ce qui a été confirmé par la suite dans
plusieurs autres publications (Ceballos-Picot et al., 2009 ; Guibinga et al., 2010 ; Kang
etal., 2011 ; Guibinga et al., 2012 ; Torres & Puig, 2015). Dans notre étude, nous avons
regardé I'expression d’un de ces facteurs de transcription, engrailed, qui ne semble pas
affectée par I'absence d’Aprt chez la drosophile. Il pourrait étre intéressant de mesurer
I'expression d’autres génes comme Wnt4, Lmxla, tap (homologue de Ngn), fkh
(homologue de FoxA) ou Drop (homologue de Msx), dont les homologues chez
I’'homme ont été tous montrés comme étant apparemment dérégulés dans la MLN

(Guibinga et al., 2010 ; Torres & Puig, 2015).

Comment expliquer que la mutation de I’Aprt chez la drosophile augmente les taux de
DA, alors que l'inverse se produit dans le cas d’'une mutation de I'HGPRT chez
I'Homme ? Etant donné que I'’enzyme mutée dans notre modeéle est différente de celle
responsable de la MLN, nous pouvions nous attendre a des divergences. Toutefois, il
faut noter gqu’une mutation de I’APRT chez 'Homme n’entraine pas de défauts
DAergiques, il est donc remarquable que I'absence d’Aprt entraine des effets sur ce
systéme chez la drosophile, méme s’ils sont opposés a ceux induits par I'absence
d’HGPRT. De facon intéressante, plusieurs publications ont montré qu’une absence
d’activité HGPRT entraine une augmentation secondaire de I'activité APRT dans les
globules rouges ou le foie, mais aussi dans le striatum, le thalamus et le cortex
humains (Rosenbloom et al., 1967 ; Greene et al., 1970 ; Shin-Buehring et al., 1980 ;
Lloyd et al., 1981). Nos résultats suggerent que cette augmentation, probablement
due a la biodisponibilité accrue de PRPP, cofacteur commun aux deux enzymes,
pourrait étre en partie a I'origine du déficit DAergique observé chez les patients LN. En
effet, nous avons observé qu’une surexpression de I'Aprt entraine une diminution
significative de I'expression de la TH chez la drosophile. A notre connaissance, cette
possibilité d’une implication de I’Aprt dans la MLN n’a pas encore été testée sur des

modeles rongeurs.
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Ces premiers résultats suggerent que le recyclage des purines est un processus
métabolique essentiel pour la régulation de I'expression du phénotype moléculaire des

nDA chez la drosophile, comme c’est le cas chez I’'Homme.

1.2 La régulation du systéme dopaminergique par I’Aprt est potentiellement médiée
par le récepteur de I’'adénosine AdoR

Afin de comprendre plus précisément comment I'activité Aprt influence le systéeme
DAergique, nous avons dans un premier temps étudié son profil d’expression. D’apres
les données disponibles sur Flybase, I’Aprt de drosophile est exprimée depuis le stade
embryonnaire, plus fortement dans les tubes de Malpighi (équivalent du rein) et Ia
spermatheque, modérément dans la téte, lintestin, les corps gras, les glandes
salivaires, le coeur et les ovaires, et plus faiblement dans le cerveau, les ganglions

thoraciques et les testicules (Figure 28).

Tissue expression level

Larval Central Nervous System 89.65
Larval Midgut 269
Larval Hindgut 233.6
Larval Malpighian Tubules 366
Larval Fat Body 564.2
Larval Salivary Gland 275.6

Larval Trachea 126.9

Larval Carcass 114
Adult Head 158.9

Adult Eye 112.975
Aduit Brain 57
Adult Thoracic-Abdominal Ganglion 7114
Adult Crop 161.2
Adult Midgut 284.8
Adult Hindgut 2427
Adult Malpighian Tubules 503.5
Adult Fat Body 292.9
Adult Salivary Gland 256.8
Adult Heart 170.7
Adult Virgin Female Spermatheca 785.1
Adult Inseminated Female Spermatheca 658.2
Adult Ovary 2023
Adult Testis 321
Adult Male Accessory Gland 229.4
Adult Carcass 2111

expression level scale \q low expressior moderate expression high level expression

Figure 28 : Niveaux d’expression de I’Aprt dans différents tissus de la drosophile

L’Aprt est plus fortement exprimée dans les tubes de Malpighi et la spermatheque, et plus faiblement
dans la téte et le SNC. Extrait de Fly Atlas Anatomy Microarray:https://flybase.org/reports/FBgn0000109

Nous avons tenté de caractériser le profil d’expression de I’Aprt dans le cerveau par

immunohistochimie, et notamment de rechercher une colocalisation avec les nDA

224



Discussion

marqués par la TH. Malheureusement, ni 'utilisation d’un anticorps commercial contre
I’Aprt humaine, ni une tentative de génération d’un anticorps spécifique de I’Aprt de
drosophile nous ont permis d’observer de fagon certaine la localisation de I’Aprt, étant
donné le résultat négatif des analyses par Western Blot de ces 2 anticorps (données
non présentées dans ce manuscrit). Une analyse transcriptomique sur cellules uniques
publiée récemment atteste cependant d’une expression diffuse de I'Aprt dans le
cerveau, et notamment dans certains nDA ainsi que dans des neurones des MB et des
cellules gliales (Davie et al., 2018, http://scope.aertslab.org). Il est donc possible que
I’Aprt régule directement la TH au sein des nDA de facon cellule autonome, mais il
semblerait qu’elle soit toutefois trés peu exprimée au sein de ces derniers. Nous avons

donc recherché un autre mécanisme par lequel I’Aprt pourrait réguler la TH.

Notre hypothese s’est rapidement portée sur I'adénosine et I'implication de son
unique récepteur chez la drosophile, AdoR, en raison d’interactions antagonistes fortes
existant entre les récepteurs DAergiques et adénosinergiques chez les mammiferes
(Franco et al.,, 2000 ; Fuxe et al., 2010 ; Borroto-Escuela et al.,, 2016 ; Pinna et al,,
2018 ; Borroto-Escuela & Fuxe, 2019). De plus, des études ont montré que |'application
d’adénosine module transitoirement la libération de DA dans le striatum de rat via les
récepteurs A; (Okada et al., 1996 ; Ross & Venton, 2015). Nous n’avons pas observé de
différence concernant le niveau d’expression du récepteur AdoR chez les mutants Aprt
par rapport a des drosophiles contréles, ce qui ne renseigne toutefois pas sur son
niveau d’activation. Par contre, une augmentation de plus de deux fois du niveau
d’expression du seul transporteur d’adénosine connu chez la drosophile, Ent2, a été
observée. Un article précédent rapporte une importante augmentation de ce
transporteur chez des drosophiles mutantes pour le récepteur AdoR (Knight et al.,
2010). Il est donc possible que la signalisation AdoR soit moins activée dans le mutant
Aprt. De plus, la diminution des taux d’adénosine que nous avons observée chez les
mutants Aprt soutient cette hypothése. Le fait que I'expression d’AdoR ne soit pas
affectée dans ce mutant suggere qu’un des rbles physiologiques de ce récepteur

pourrait étre d’informer la cellule sur la concentration ambiante en adénosine afin de
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réguler en conséquence le niveau d’expression de Ent2 et d’autres génes du systeme

adénosinergique.

Nos résultats sur le mutant AdoR montrent que ce récepteur influence aussi
directement le systéme DAergique. En effet, des niveaux d’expression plus élevés de la
TH et de DAMB ont été retrouvés dans ce mutant, du méme ordre de grandeur que
pour le mutant Aprt. Ceci laisse supposer que l'augmentation de ces marqueurs
DAergiques dans le mutant Aprt proviendrait d’'une diminution de la stimulation du
récepteur AdoR, en raison des taux réduits d’adénosine. Ce résultat suggere également
gu’en conditions physiologiques, le récepteur de I'adénosine inhiberait I'expression de
la TH et de DAMB. Ceci n’a jamais été démontré chez la drosophile, cependant une
étude du groupe de Marc Freeman a proposé que I'octopamine et la tyramine soient
capables d’inhiber les nDA via I'activation indirecte d’un récepteur AdoR présent a leur
surface, comme décrit dans l'introduction (D.5.3) de ce manuscrit (Ma et al., 2016). De
plus, nous avons montré qu’une désensibilisation du récepteur AdoR par de fortes
concentrations en adénosine augmente I'expression de la TH chez des drosophiles
sauvages. |l semble donc qu’en conditions physiologiques le récepteur AdoR ait
effectivement un role inhibiteur sur les nDA et limite I'expansion du systeme
DAergique de la drosophile. Il aurait été intéressant de surexprimer AdoR en contexte
mutant pour I’Aprt afin de voir s’il est possible de normaliser par ce biais I'expression
de la TH, mais la surexpression de ce récepteur est |étale au cours du développement

(Dolezelova et al., 2007).

A ce stade, il est intéressant de tenter un paralléle entre ces observations et une étude
chez le rat montrant que l'application d’adénosine ou d’un agoniste sélectif des
récepteur A; diminue le niveau extracellulaire de DA striatale, alors que I"application
d’antagoniste sélectif I'augmente (Okada et al., 1996). Il semble donc que le récepteur
AdoR de drosophile, bien que présentant une plus forte homologie avec le récepteur
Aa de mammiféres, ait une fonction similaire a celle du récepteur A; sur le systeme

DAergique.
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2. Influences de la signalisation dopaminergique et adénosinergique sur
I’expression et I’activité de I’Aprt

Afin d’avoir un schéma plus complet des interactions entre systéemes purinergiques et
DAergiques, nous avons analysé les conséquences réciproques d’altérations du
systéme DAergique, a savoir une perte de la DA ou des récepteurs DAergiques dDA1 et
DAMB, sur l'expression et l'activité de I’Aprt. Nos résultats montrent que des
drosophiles déficientes en DA dans le SNC présentent une forte diminution de
I’expression et de |'activité Aprt, tout comme les mutants pour le récepteur de type D1
dDA1, ce qui n’est en revanche pas le cas des mutants pour le récepteur DAMB. De
plus, une diminution spécifique de dDA1 dans les neurones des corps pédonculés, ou il
est connu pour étre enrichi (Kim et al.,, 2003), affecte négativement I'expression et
I'activité Aprt. Nous pouvons supposer que |'Aprt est normalement régulée par
I'activation de seconds messagers, et qu’en absence de DA, les récepteurs DAergiques
présents a la membrane post-synaptique ne seraient pas activés, n’induisant donc pas
de cascade de transduction secondaire du signal, ce qui entrainerait une diminution de
I’Aprt. Ceci serait valable en absence du récepteur DAergique lui-méme. Ainsi, ces
résultats indiqguent que la DA est requise pour une activité Aprt normale, par
I'activation du récepteur post-synaptique dDA1 et probablement par sa cascade de
transduction intracellulaire. D’autres analyses seraient nécessaires afin par exemple de

regarder si les niveaux d’AMPc/PKA sont diminués dans ce mutant.

En conclusion, comme présenté sur le schéma hypothétique de la Fig. 6 dans I'article 1
qui prend I'exemple des synapses entre les nDA et les corps pédonculés, nous
proposerions qu’une baisse de I'activité Aprt dans les neurones des corps pédonculés
entrainerait une diminution de la libération d’adénosine, ce qui aurait pour
conséquence une moindre activation du récepteur AdoR a la surface des nDA. La
diminution de stimulation du récepteur AdoR leverait son inhibition sur la TH, et la
biosynthése de la DA se trouverait alors augmentée, ayant pour conséquence de

rétablir, via la signalisation du récepteur dDA1, un taux normal d’activité Aprt dans les
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neurones des corps pédonculés. Une diminution de I’Aprt diminuerait aussi la
signalisation AdoR a la surface des neurones des corps pédonculés, entrainant d’'une
part une augmentation de I'expression de DAMB, et d’autres parts une plus forte
expression du transporteur Ent2, comme nous I’avons observé dans le mutant Aprt, ce
qui aurait pour effet de normaliser le taux d’adénosine intracellulaire. Une
augmentation de l'activité Aprt aurait I'effet inverse, augmentant la signalisation
adénosinergique en particulier dans les nDA, et cette régulation homéostatique
tendrait a ramener a un niveau physiologique constant la transmission

dopaminergique.

Nous avons aussi observé que les taux d’expression et d’activité de I'Aprt étaient
diminués dans le contexte du mutant AdoR. Il est possible que I"'augmentation d’un
facteur 10 de I'expression de Ent2 dans ce mutant (Knight et al., 2010) entraine un flux
entrant élevé d’adénosine qui inhiberait I'expression et I'activité de I’Aprt par une
régulation de type rétrocontrole négatif par le produit final, au niveau a la fois
transcriptionnel et post-transcriptionnel (comme indiqué sur le schéma de la Fig. 6 de
I'article 1). A cela pourrait s’ajouter le fait que le récepteur dDA1 serait en partie
désensibilisé par les taux anormaux de DA résultant de I'absence de régulation par

AdoR, ce qui contribuerait également a diminuer I’expression de I’Aprt.

L'augmentation de I'expression des récepteurs dDA1 et DAMB dans le mutant Aprt
pourrait étre liée a un mécanisme différent de celui de la TH, par exemple a une
désensibilisation en réponse a I'augmentation de DA, ou a une interaction antagoniste
avec le récepteur AdoR, comme c’est le cas chez les mammiferes (Fuxe et al., 2010). Ce
dernier diminuerait I'affinité du récepteur DAergique pour son ligand, ce qui
provoquerait en retour une augmentation de sa transcription. Cependant, seule
I'expression du récepteur DAMB est augmentée dans le mutant AdoR, alors que celle
du récepteur dDA1 est inchangée, contrairement aux mutants Aprt ou elle est
également augmentée. Il est donc possible que ces deux récepteurs soient régulés par

des voies différentes : I'expression de DAMB serait directement modulée par le
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récepteur AdoR, tandis que celle de dDA1 dépendrait plutdét de la signalisation

DAergique.

Dans I'ensemble, nos résultats ne résolvent pas tout dans ces régulations complexes,
mais indiquent que la voie de signalisation DAergique médiée par le récepteur D1 dDA1
joue un roéle central dans la régulation de l'activité Aprt, et que la régulation du
systeme DAergique par I'Aprt est médiée au moins en partie par l'activation du
récepteur adénosinergique AdoR. Plus largement, cette premiére étude a permis de
mettre en évidence des interactions physiologiques réciproques entre le recyclage des

purines et le systeme DAergique dans le cerveau de drosophile.

Il a été précedemment suggéré qu’une diminution des taux d’adénosine pourrait étre
impliquée dans la pathogenése de la MLN (Visser et al.,, 2000). Notamment, des
analyses de lymphocytes de patients ont montré une diminution des niveaux
transcriptionnels et protéiques du récepteur Aa (Garcia et al.,, 2009 ; Garcia et al.,
2012) et du transport de I'adénosine (Torres et al., 2004), et des modéles animaux ont
conforté cette hypothése (Mifiana et al., 1984 ; Criswell et al., 1988 ; Jinnah et al.,
1990 ; Bertelli et al., 2006). Cependant, un traitement par administration d’adénosine
ou dans le but d’augmenter la concentration de ce neuromodulateur n'a jamais été
tenté chez les patients atteints de MLN a notre connaissance. Méme si les
conséquences sur le systeme DAergique semblent différentes, notre modele a permis
de mettre en évidence un role de I'adénosine et de son récepteur dans les interactions
entre la voie de recyclage des purines et le systeme DAergique. Il pourrait s'agir d'une
nouvelle stratégie a explorer dans le traitement de la MLN, d’autant plus qu’une
administration aigue d’un agoniste du récepteur A; a permis par exemple de ralentir le
développement d’une dystonie des membres postérieurs dans un modéle de la

maladie de Huntington chez le rat (Blum et al., 2002).
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3. Conséquences d’une déficience en Aprt sur le plan métabolique et
neurocomportemental

Outre les marqueurs DAergiques, la drosophile est un trés bon modele pour analyser
les effets de mutations sur la longévité et certaines fonctions neurophysiologiques et
comportementales. Etant donné les caractéristiques de la MLN, nous avons évalué les
conséquences d’un déficit en Aprt sur la durée de vie des drosophiles, les niveaux de
purines, le comportement moteur, les états de veille et de sommeil et le

comportement épileptique.

3.1 Role de I’Aprt dans la longévité des drosophiles

Nous avons observé que les drosophiles homozygotes mutantes pour I’Aprt ont une
durée de vie considérablement réduite par rapport aux drosophiles sauvages. Cela
peut paraitre surprenant car une étude a montré que des mutants hétérozygotes pour
I’Aprt ont une durée de vie plus longue (Stenesen et al., 2013). Les mémes auteurs ont
également révélé qu’'une supplémentation d’adénine dans le bol alimentaire réduit
I’extension de longévité proférée par la restriction calorique ou par la mutation
hétérozygote du géne adss permettant la synthese d’AMP. Leurs données suggerent
gu’une réduction de consommation d’adénine a des effets bénéfiques sur la longévité,
et que les niveaux de cette purine doivent étre finement régulés pour ne pas étre
toxiques. Dans notre cas, en absence d’Aprt, 'adénine est certainement moins
consommée mais il est possible que son accumulation confére une certaine toxicité. Il
a en effet été montré chez la bactérie Escherichia coli que des niveaux importants
d’adénine peuvent étre toxiques (Levine & Taylor, 1982). Cependant, cette étude
indique que des mutants de I’Aprt sont résistants a la toxicité de I'adénine, ce qui
suggere que |'effet toxique de I'adénine passe par sa conversion en AMP. On peut
toutefois supposer que chez la drosophile, comme chez 'Homme, I'excés d’adénine
soit converti en un composé toxique (i.e 2,8-DHA chez 'Homme) qui pourrait affecter

I’équivalent du systéme rénal et induire une mort précoce.
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Une autre hypothése pour expliquer la durée de vie plus courte des drosophiles
déficientes en Aprt impliquerait I’AMP kinase (AMPK). De nombreuses publications ont
en effet exploré le réle de I'AMPK dans la régulation de la longévité (Sinnett &
Brenman, 2016, Su et al., 2019) et ont par exemple démontré qu’une inactivation de
’AMPK par ARN; dans les corps gras ou les muscles de drosophiles adultes réduit la
longévité (Stenesen et al., 2013), tout comme son inactivation ubiquitaire sous
privation de nourriture (Johnson et al., 2010). L'AMPK est allostériguement activée par
I’AMP. Elle a pour réle de surveiller I'état énergétique de la cellule et réagit aprées tout
stress provoquant une élévation du rapport AMP:ATP (Hardie, 2003). Nous n’avons pas
trouvé de changement au niveau de la concentration d’ATP dans les mutants Aprt,
bien que nous n’ayons pas regardé chez des drosophiles agées, mais il est possible que
’AMP, produit de I’Aprt, soit diminué en I'absence d’'une enzyme fonctionnelle. Ceci

entrainerait une diminution de I'activation de '’AMPK, néfaste pour la longévité.

D’autres pistes peuvent étre envisagées. Une étude chez la drosophile montre qu’une
augmentation du catabolisme de la SAM accroit sa longévité (Obata & Miura, 2015).
On peut donc supposer qu’une accumulation de SAM diminuerait la durée de vie des
drosophiles. Ce composé n’a pas été détecté dans les mutants Aprt, mais nous avons
seulement regardé chez des drosophiles jeunes. De plus, des drosophiles élevées en
milieu riche en purines et ayant une augmentation des taux d’acide urique, induite par
réduction du gene codant pour l'urate oxydase, ont une longévité réduite (Lang et al.,
2019). Cet effet serait médié par le récepteur de l'insuline et ses effecteurs en aval,
FoxO et NOX (NADPH oxydase). L'augmentation d’acide urique retrouvée dans les
mutants Aprt, associée a une possible accumulation d’adénine, pourrait donc étre en
cause dans la réduction de la longévité. Pour vérifier cela, il serait intéressant de
réaliser un test de longévité apres ajout d’allopurinol tout au long de la vie de Ia

drosophile, ce qui comme nous I'avons démontré normalise les niveaux d’acide urique.

On peut enfin imaginer que I'absence d’Aprt affecte plus largement des mécanismes

connus pour étre impliqués dans le vieillissement prématuré des drosophiles, comme
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les processus de réparation de I’ADN (Shaposhnikov et al., 2015), le systéme
ubiquitine-protéasome (Tonoki et al., 2009), I'autophagie (Juhdsz et al., 2007), ou plus
largement le stress oxydatif (Deepashree et al., 2019). Nos résultats suggérent en
conclusion qu’un déficit en Aprt est néfaste pour le vieillissement normal des

drosophiles, comme c’est le cas d’un déficit en HGPRT chez 'Homme.

3.2 Role de I’Aprt dans la régulation des taux d’acide urique

La premiere conséquence directe d’'une mutation du géne HPRT chez ’'Homme est une
surproduction d’acide urique. De facon remarquable, une augmentation de ce
composé a été détectée dans les tétes des mutants Aprt. Pourtant, une mutation de
I’Aprt chez I’'Homme entraine une surproduction de 2,8-DHA, mais pas d’acide urique.
Ce résultat peut s’expliquer par une possible accélération de la voie de synthese de
novo des purines, due a une augmentation de la biodisponibilité du PRPP, cofacteur de
I’Aprt, et a une régulation positive des nucléotides sur cette synthése, comme il a été
observé chez ’'Homme. Les ratios entre voie de synthése de novo et recyclage des
purines n’étant déja pas les mémes entre les tissus humains et murins (Moyer &
Henderson, 1983), on peut supposer que la drosophile accélere plus fortement la voie

de synthése de novo en absence d’Aprt, que ne le ferait 'THomme.

De surcroit, ce résultat peut paraitre surprenant étant donné que la drosophile,
contrairement a I'Homme, est capable de dégrader I'acide urique en allantoine grace a
I'urate oxydase. Cependant, cette enzyme est exprimée seulement dans les tubes de
Malpighi, I'équivalent du rein chez les insectes (Wallrath et al., 1990). Il est donc
normal d’observer une accumulation d’acide urique dans les tétes, ou I'urate oxydase
n‘est pas supposée étre exprimée. Nous avons également pu normaliser cette
augmentation d’acide urique par ajout d’allopurinol dans le milieu nutritif des

drosophiles, comme cela est possible chez I'Homme, renfor¢ant la validité du modéle.
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3.3 Role de I’Aprt dans la régulation du comportement locomoteur induit par un
choc mécanique

Le test de géotaxie négative induite par un choc (test SING) nous a permis de mettre
en évidence un défaut locomoteur trés précoce chez les mutants Aprt, visible des le
premier jour apres éclosion. Ce résultat differe de facon frappante avec ce que I'on
observe classiquement dans des modeles de la MP chez la drosophile, ou le déclin
locomoteur accéléré apparait aux alentours de 25 jours (Feany & Bender, 2000 ;
Riemensperger et al., 2013). Cette observation parait cohérente avec le

développement précoce de la MLN en comparaison a la MP.

Etant donné qu’un déficit en DA est connu pour étre en cause dans le défaut moteur
associé a la MP, et que ce neurotransmetteur controle le comportement locomoteur
chez la drosophile (Friggi-Grelin et al., 2003a ; Jordan et al., 2006 ; Riemensperger et
al., 2011 ; Bou Dib et al., 2014 ; Agrawal et al., 2015 ; Vaccaro et al., 2017 ; Sun et al.,
2018), il serait logique de postuler que le phénotype observé chez les mutants Aprt
puissent provenir d’'un manque de DA, d{ a un défaut métabolique précoce ou un effet
développemental plutét qu’a un phénomeéne de neurodégénérescence. Néanmoins
cette hypothése n’est pas en accord avec la mesure des taux de DA réalisée chez ces
mutants qui montre une augmentation. Toutefois, et comme mentionné dans
I'introduction (D.4.3), une stimulation des nDA peut affecter négativement les
performances locomotrices des drosophiles (Sun et al., 2018b). Il se pourrait donc
gu’une augmentation de la signalisation DAergique induite par I'absence d’Aprt ait le
méme effet. Nos analyses complémentaires sur les larves mutantes pour I’Aprt et les
drosophiles dont I'’Aprt a été inactivée spécifiguement a I'dge adulte ont réfuté
I’hypothese d’un effet développemental di a une absence précoce de I'Aprt. En effet,
I'inactivation de I'Aprt seulement a I'dge adulte suffit pour altérer les performances

locomotrices des drosophiles.
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L'inactivation ciblée de I’Aprt a par ailleurs montré que cette enzyme est requise dans
les neurones, et particulierement les nDA pour un comportement locomoteur normal.
Plus précisément, I’Aprt semble étre cruciale dans certains neurones du PAM par
ailleurs connus pour contréler la locomotion des drosophiles (Riemensperger et al.,
2013 ; Bou Dib et al., 2014 ; Agrawal et al., 2015) car une absence d’Aprt dans les nDA
excepté le PAM n’induit pas de défaut locomoteur, tandis qu’une inactivation de I'Aprt
spécifiguement dans ces neurones affecte la réactivité locomotrice. Il est possible
gu’un niveau d’activité faible de I’Aprt perturbe le métabolisme de ces neurones, qui
ne répondent alors plus de facon adéquate a I'induction du choc. Une inactivation de
I’Aprt dans les neurones des MB induit également un déclin locomoteur précoce. Cette
structure recoit des projections des nDA du PAM et est enrichie en récepteurs
DAergiques (Waddell, 2010). De plus, il a été montré que I'activation des neurones des
lobes o, B’ et y des MB diminue la réponse locomotrice au test SING (Sun et al.,
2018b), donc nous pouvons supposer qu’une diminution de [l'activité Aprt
provoquerait une suractivation de ces neurones. Ce dernier article montre également
que l'activation du récepteur dDA1 est requise dans les MB pour induire un déficit
locomoteur. Etant donné que ce récepteur est surexprimé dans les mutants Aprt, il est
aussi possible que le déclin locomoteur observé provienne de ce déreglement de
signalisation DAergique. |l serait intéressant d’inactiver le récepteur dDA1, en contexte

mutant pour I’Aprt, afin de vérifier cette hypotheése.

Une diminution des capacités locomotrices a aussi été mise en évidence par
inactivation de I’Aprt dans les cellules gliales, et plus particulierement dans les cellules
de type astrocytaires exprimant le récepteur glutamatergique EAAT1. Cependant, le
sauvetage des capacités locomotrices des mutants Aprt par réintroduction d’'une Aprt
fonctionnelle dans ces cellules n’a pas été possible, contrairement aux neurones. Il
serait aussi intéressant de tenter un sauvetage dans les nDA ou les neurones des MB,
afin d’évaluer l'implication de ces sous-types neuronaux. Ce résultat suggéere
néanmoins que l|'expression neuronale, et non gliale, de I'Aprt est suffisante pour

assurer un comportement SING fonctionnel. Toutefois, le sauvetage observé n’est que
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partiel. Il est possible que I'expression de I’Aprt dans les neurones et la glie puisse
permettre un sauvetage complet, ce qui serait a tester. Alternativement, le sauvetage
partiel pourrait résulter d’un effet dominant négatif de la mutation Aprt® sur I'activité

Aprt, comme le suggeére le dosage enzymatique réalisé sur des mutants hétérozygotes.

Par ailleurs, il n’a pas été possible de sauver ce défaut locomoteur par administration
d’allopurinol dans le milieu nutritif, ce qui suggére comme dans la MLN que
I'augmentation d’acide urique n’est pas en cause dans le défaut locomoteur observé.
D’autres composés puriques tels que I'adénine, I’hypoxanthine, ’adénosine et la N°-
méthyladénosine ont été testés mais n’ont pas montré non plus d’effet positif sur le
SING. Le défaut locomoteur des mutants Aprt ne serait donc pas di a un manque de
ces purines. D’autres composés pourraient étre testés tels que la SAM ou
I’halobenzazépine (SCH-23390), un antagoniste sélectif des récepteurs D1 fonctionnant

également chez la drosophile (Yellman et al., 1994 ; Sugamori et al., 1995).

Pour conclure, I'expression de I’Aprt semble étre cruciale dans les neurones et la glie,
et en particulier dans les neurones DAergiques du PAM et les MB, et dans les
astrocytes exprimant EAAT1, pour des performances locomotrices normales des les
premiers jours de vie. Un paralléle peut étre fait avec les troubles moteurs observés
dans la MLN, et notamment le caractere hypotonique qui apparait précocement dans

la vie du nourrisson, 'empéchant de se tenir droit sans support.

3.4 Role de I’Aprt dans la régulation du cycle veille/sommeil

En regard du défaut locomoteur observé, nous avons supposé qu’un probléme
musculaire pourrait étre a I'origine d’une plus faible propension des drosophiles a
grimper dans les colonnes. Afin de vérifier cette hypothese, I'activité locomotrice
spontanée a été mesurée chez les mutants Aprt et n’a pas révélé de différence avec les
controles durant la journée. Au contraire, I'absence d’Aprt semble méme induire une

hyperactivité nocturne, suggérant un temps de sommeil plus court. En effet, nous
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avons pu montrer que ces drosophiles dorment significativement moins, de jour
comme de nuit et de maniére plus fragmentée, et ont une vitesse de déplacement
réduite. Ainsi, un manque d’énergie résultant d’un défaut de sommeil aurait pu
expliquer la diminution des performances locomotrices dans le test de SING mais nous

n’avons pas observé d’effet sur les niveaux d’ATP des mutants Aprt.

Une hypothése pouvant expliquer ce défaut de sommeil implique de nouveau la DA.
Comme décrit dans l'introduction (D.4.3), une augmentation de la signalisation
DAergique est liée a une hyperactivité nocturne (Kume et al., 2005 ; Seugnet et al.,
2009a). De plus, I'implication du récepteur dDA1 dans les états de veille/sommeil a fait
I'objet de plusieurs études (Andretic et al., 2008 ; Lebestky et al., 2009). Notamment,
un mutant pour ce récepteur présente une augmentation du temps de sommeil,
diurne et nocturne (Lebestky et al, 2009). Nous pouvons donc imaginer qu’une
augmentation de dDA1, comme nous avons pu I'observer chez les mutants Aprt, serait
a l'origine d’une diminution du temps de sommeil. Une étude corrobore cette idée :
des drosophiles privées de sommeil présentent une augmentation de I'expression des
récepteurs dDA1 et DAMB (Seugnet et al., 2009b). Il reste cependant a déterminer si
dans notre cas, c’est bien I"'augmentation de dDA1 qui induit un défaut de sommeil, et
non l'inverse comme le suggeére plutot cette derniére étude. Pour cela, nous pourrions

inactiver dDA1 en contexte mutant pour I’Aprt et voir si cela sauve ce phénotype.

D’autre part, I'inactivation ciblée de I’Aprt par ARN; a permis de mettre en évidence
que I'Aprt est requise dans les neurones pour la régulation du cycle veille/sommeil. Les
nDA n’ont pas été testés spécifiqguement par manque de temps, mais il est probable
gu’ils soient impliqués, en regard des études démontrant leur implication dans la
régulation des états de veille/sommeil (Birman, 2005; Kume et al., 2005; van
Swinderen & Andretic, 2011 ; Kumar et al., 2012). Notamment et comme pour le
comportement locomoteur, une suractivation des neurones du PAM pourrait étre liée
aux effets observés, car il a été montré par exemple que la caféine promeut I'éveil

chez la drosophile en augmentant leur activité (Nall et al., 2016).
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La caféine est un antagoniste des récepteurs de I'adénosine. Si une déficience en Aprt
perturbe bien la signalisation adénosinergique comme nos résultats le suggérent, il est
possible qu’une diminution de signalisation du récepteur AdoR dans les nDA induise
une augmentation de I'éveil chez la drosophile. Ainsi, une étude chez I'Homme
propose qu’une diminution de signalisation du récepteur A; soit impliquée dans
I’'augmentation d’éveil et les perturbations du sommeil associées au syndrome des
jambes sans repos (Ferré et al., 2019). Chez les mammiféres, un réle de la signalisation
adénosinergique dans la régulation des rythmes circadiens a été mis en évidence
(Lindberg et al., 2018). Plus précisément, des oscillations de I'adénosine mesurées sur
24h suggere que cette derniére agit en favorisant I'endormissement (Porkka-
Heiskanen et al., 1997). Remarquablement, les oscillations de |'adénosine sont
comparables a celle de la DA (Lindberg et al., 2018), et il a été montré dans le striatum
de rats des variations circadiennes similaires de I'expression des récepteurs Aa et D3
(Weber et al., 2004). Ces études suggerent un role important de ces deux
neurotransmetteurs dans la régulation des états de veille/sommeil. Cependant chez la
drosophile, une étude révele que le temps de sommeil des drosophiles n’est pas
impacté par une absence du récepteur AdoR (Wu et al., 2009). Il est donc plus
probable dans notre cas que la diminution du temps de sommeil soit liée aux

perturbations DAergiques plutot qu’adénosinergiques.

Les patients LN présentent également des probléemes de sommeil fréquents,
principalement caractérisés par de I'insomnie ou des réveils fréquents (Madeo et al.,
2019). En conclusion, il semble qu’une absence d’Aprt chez la drosophile perturbe le

sommeil comme le fait un déficit en HGPRT chez I’'Homme.

3.5 Role de I’Aprt et des purines dans la régulation du comportement épileptique

Une récente étude sur une cohorte de patients frangais et italiens de la MLN révelent
que 13,3% des enfants présentent des troubles épileptiques (Jinnah et al., 2006 ;

Madeo et al, 2019). Le comportement épileptique peut étre étudié chez les
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drosophiles grace a un test comportemental de sensibilité aux chocs (bang-sensitivity
test ou bang-sensibilité) (Song & Tanouye, 2008 ; Parker et al., 2011a, 2011b). Nous
avons ici observé que les mutants Aprt présente un phénotype convulsif spectaculaire
a partir de 30 jours aprés éclosion. De plus, 3 jours d’inactivation ciblée de I'Aprt a
I'age adulte ne permettent pas d’observer ce phénotype. Il est possible que
I'inactivation doive étre prolongée, ou que ce phénotype soit associé a un probléme
développemental. L'absence d’Aprt durant le développement pourrait affecter d’'une
certaine facon un ou plusieurs mécanismes sous-jacents impliqué dans le
comportement épileptique, ce qui aurait ensuite des répercussions au cours du
vieillissement. Des travaux antérieurs ont montré que ce comportement de bang-
sensibilité est fortement lié a la fonction neuronale (Parker et al., 2011b; Kroll &
Tanouye 2013 ; Kroll et al., 2015 ; Saras et al., 2016). Le fait que nous n'ayons pas pu
reproduire ce phénotype de sensibilité aux chocs en inactivant I’Aprt sélectivement
dans les neurones, les cellules gliales ou les muscles, suggére qu’un composant
essentiel manque en absence d'activité Aprt, qui serait diffusible et pourrait étre fourni

aux neurones par d’autres cellules via I'espace extracellulaire ou I'hémolymphe.

Le réle primaire de I’Aprt étant de recycler I'adénine en AMP, nous avons supposé que
les mutants Aprt pourraient avoir un défaut en nucléotides affectant Ile
développement des circuits neuronaux, ce qui serait a I'origine du comportement
épileptique. Ainsi, nous avons mis en évidence que l'adénosine, mais seulement
lorsqu’elle est ingérée durant tout le développement larvaire, est capable de sauver
complétement le comportement convulsif observé chez les mutants Aprt. Ceci suggere
que l'absence d'Aprt induit un manque d'adénosine dans le systéme nerveux durant le
développement, qui aurait un impact profond sur la formation ou la fonction des
circuits neuronaux controlant le comportement épileptique chez les drosophiles

adultes.

L’adénosine est un puissant neuromodulateur ayant une action inhibitrice sur I'activité

électrique du SNC et son implication en tant qu’anticonvulsant est établie dans le
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cerveau humain (Boison, 2005 ; Masino et al., 2014 ; Weltha et al., 2019). En effet, des
déficits en adénosine peuvent contribuer a I'épileptogenese, comme cela a été montré
lors d’une surexpression de I’ADK, une enzyme régulant les taux d’adénosine par sa
conversion en AMP (Boison, 2005 ; Weltha et al., 2019). Le contréle de I'épilepsie par
I'adénosine constitue donc une approche thérapeutique rationnelle, ce qui peut
expliquer que nous ayons pu sauver le phénotype de bang-sensibilité des mutants Aprt
par son administration. En outre, ceci suggere que la signalisation adénosinergique
dans le cerveau des drosophiles a des fonctions similaires a celle des mammiferes.
Nous avons de surcroit effectivement pu mettre en évidence une diminution des taux
d’adénosine dans les mutants Aprt, qui pourrait provenir d’'une augmentation de
I'activité ADK, suractivée pour compenser I'absence de production d’AMP par 'Aprt.
Un dosage enzymatique de I"ADK par transformation d’adénosine-C* serait

envisageable pour vérifier cette hypothése.

D’aprés la littérature, des perturbations métaboliques, comme des anomalies de
transport de protéines mitochondriales, sont impliqués dans la susceptibilité
épileptique chez la drosophile (Fergestad et al., 2006). En effet, des mutants du géne
stress-sensitive (sesB), qui encode une translocase des nucléotides a adénine, sont
fortement affectés par ce test et présentent une réduction des niveaux d’ATP (Zhang
et al.,, 1999 ; Fergestad et al., 2006). Nous avons seulement dosé I’ATP chez des
drosophiles de 8 jours; il serait intéressant de regarder les taux d’ATP chez des
drosophiles plus agées. En effet, il est possible qu’un déficit chronique en adénosine
induise un défaut d’ATP chez les drosophiles agées, qui serait alors impliqué dans le

comportement épileptique observé.

Le caractere épileptique des mutants Aprt a également pu étre sauvé par ingestion
d’un analogue de I'adénosine, la N6-méthyladénosine (m®A). Nous avons testé ce
composé car un criblage de molécules de la chimiotheque Prestwick sur des
fibroblastes de patients a permis de le mettre en évidence (article non publié). En

effet, le test biochimique développé montre que la m®A permet la survie de
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fibroblastes déficients en HGPRT dans des conditions olu la syntheése de novo des
purines est inhibée, conditions dans lesquelles ils meurent normalement. L'adénosine
est méthylée en position N® pour former la mPA dans les molécules d'ARN par un
complexe de méthyltransférases. Une fois libérée lors du renouvellement ou de la
dégradation de I'ARN, la mPA ne peut pas étre réintégrée dans les acides nucléiques et
est donc excrétée dans I'urine (Schram 1998). Le sauvetage que nous avons observé
avec la mPA sur le phénotype de bang-sensibilité indique donc que ce composé et
I'adénosine agiraient comme agonistes des récepteurs de I'adénosine ou régulateurs
allostériques d’autres protéines, plutot que comme précurseurs nucléotidiques, afin

d’empécher la perturbation du systéme nerveux induite par I'absence d’Aprt.

by

Il est également intéressant de noter que d’autres mutants sensibles a ce test
présentent une durée de vie raccourcie et une diminution des performances
locomotrices (Reynolds, 2018). Ceci n’étant toutefois pas systématique pour tous les
mutants sensibles a un choc, I'auteur suggére que les défauts liés a I'dge et la bang-
sensibilité sont des phénotypes découplés et proviennent de différents mécanismes.
Le fait que nous ayons pu sauver la bang-sensibilité des mutants Aprt, mais pas le
déficit locomoteur, par I'ajout d’adénosine ou de m®A dans le milieu nutritif, est en

accord avec cette idée.

Pour conclure sur cette partie, I'ensemble de nos résultats montrent qu’une absence
d’Aprt chez la drosophile entraine des conséquences similaires a un déficit en HGPRT
chez I’'Homme, telles qu’une diminution de la longévité, une augmentation des niveaux
d’acide urique, une altération des capacités locomotrices et du sommeil, et un

comportement épileptique.
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4. L’expression neuronale d’une forme pathogéne de I’THGPRT humaine
entraine des déficits moteurs et dopaminergiques

Jusqu’a maintenant, les modeles cellulaires et murins de la MLN ont tous été créés
dans le but d’étudier les conséquences d’une perte de fonction de 'HGPRT (Kuehn et
al., 1987 ; Jinnah et al., 1993 ; Smith & Friedmann, 2000 ; Ceballos-Picot et al., 2009 ;
Guibinga et al., 2012 ; Meek et al., 2016). Par contre, |'expression transgénique des
formes pathogénes humaines n’a jamais été évaluée dans ces modeéles. Etant donné la
forte variabilité phénotypique existant dans la MLN (Jinnah et al., 2010 ; Sampat et al.,
2011 ; Ceballos-Picot et al.,, 2013), il n’est pas exclu que certaines mutations de
I’THGPRT aient des effets toxiques intrinseques associés a des fonctions jusqu’alors non

décrites de la protéine.

En accord avec cette hypothése, nous avons pu observer que I'expression neuronale
de la forme pathogéne 142T du géne HPRT humain chez la drosophile entraine un
déclin locomoteur précoce, un comportement convulsif et une diminution des taux de
DA cérébraux, alors que I'expression de la forme non mutante du géne n’a pas de tels
effets. Ces résultats mettent en relief une neurotoxicité de la protéine HGPRT mutée,
qui serait liée a un mécanisme toxique dominant plutét qu’a un défaut de fonction
enzymatique. Cette toxicité pourrait provenir d’une fonction non connue de 'HGPRT
ou acquise de novo par la forme mutante, ou étre liée a des perturbations secondaires
du métabolisme des purines ou d’autres voies de signalisation. De plus, I'expression
restreinte aux neurones suffit a engendrer des effets délétéres, mettant en évidence
I'importance du réle neuronal de 'HGPRT. Les conséquences sur le systeme DAergique
suggerent a nouveau |'existence d’un lien physiologique entre la voie de recyclage des
purines et l'intégrité fonctionnelle du systeme DAergique chez la drosophile, comme
cela est observé chez 'Homme. De plus, la diminution de DA dans le SNC des
drosophiles exprimant I'HPRT-142T pourrait étre a l'origine du déficit locomoteur

détecté.
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Chez I’'Homme, des mutations de genes peuvent conférer de nouvelles propriétés a la
protéine traduite, qui peut étre tronquée ou malformée et ainsi nocive pour la cellule.
C'est le cas par exemple de I'a-synucléine dans la MP (Bridi & Hirth, 2018) ou du
facteur de transcription p53, fréqguemment muté dans les cancers et formant des
agrégats au comportement de type prion (de Oliveira et al., 2015). Nous pouvons
supposer que I'HGPRT-142T n’est pas dégradée de facon appropriée et s’accumule
alors dans les neurones de la drosophile, formant des agrégats qui peuvent générer du
stress oxydatif, toxique pour les cellules. Les nDA, connus pour étre particulierement

vulnérables au stress oxydatif, seraient alors directement touchés (Guo et al., 2018).

Ainsi, 'HGPRT mutée pourrait avoir des effets neurotoxiques propres et se comporter
peut-étre comme un prion. Chez 'Homme, la toxicité neuronale résulterait d’un
double processus : une perte de fonction liée a I'absence d’activité de la protéine et un
gain de fonction toxique des formes défectueuses. Ceci contribuerait a interpréter la
variabilité phénotypique caractéristique de la MLN : certaines conformations de
protéines ont une propension plus grande a former des agrégats, comme cela a été
décrit pour une autre protéine ubiquitaire humaine, hnRNPA2B1 (Paul et al., 2017). De
plus, cette hypothése pourrait permettre d’expliquer I'absence de troubles
neurocomportementaux chez les modeéles murins. En effet, seules les conséquences
d’un knock-out ou d’une inactivation de la protéine endogene, dont les propriétés
d’agrégation pourraient différer de I’"humaine, ont été étudiées jusqu’a présent dans

ces modeéles.

5. Le recyclage des purines chez la drosophile

L'absence du gene HPRT chez la drosophile et plus largement chez les insectes et les
arthropodes reste trés surprenante. Pourquoi ce géne, primordial chez 'Homme et
présent aussi bien chez les bactéries (Levine & Taylor, 1982), les levures (Pinson et al.,
2019) et les nématodes (Marsac et al., 2019), aurait ainsi disparu chez les arthropodes,

sans conséquences néfastes, alors qu’il a été conservé chez les vertébrés ? Des
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mécanismes compensatoires a I'absence d’"HGPRT doivent certainement exister chez la
drosophile, et les comprendre pourrait s’avérer d’'une aide précieuse dans le

traitement de la MLN.

Notamment, une question reste en suspens : I’"hypoxanthine et la guanine sont-elles
toujours directement catabolisées chez la drosophile, ou peuvent-elles étre recyclées
en nucléotides par d’autres voies métaboliques ? Une des premieres études sur ce
sujet a montré que chez la mouche domestique, il n'y a pas d'incorporation
significative d’hypoxanthine ou de guanine radiomarqués dans les acides nucléiques,
alors que I'adénine-C* est incorporée rapidement dans I'ADN de I'ovaire (Miller &
Collins, 1973). Ceci indique que le défaut en HGPRT n'est pas compensé par une autre
voie enzymatique et suggere que l'adénine est la seule base purique qui peut étre

efficacement recyclée chez ces mouches.

Chez 'Homme, les enzymes PNP étant réversibles, I'hypoxanthine et la guanine
peuvent a priori étre converties en inosine et guanosine, respectivement, mais pas en
leurs formes monophosphates respectives (Friedmann et al., 1969), comme cela est
possible entre I'adénosine et I’AMP grace a I’ADK. Cependant, deux enzymes en sont
capables chez la bactérie E.coli, I'inosine kinase (IK) et la guanosine kinase (GK)
(Kawasaki et al., 2000). On pourrait donc supposer que de telles enzymes soient
présentes chez la drosophile et puissent ainsi permettre un recyclage de
I’hypoxanthine et de la guanine en IMP et en GMP, respectivement. De plus, une étude
a montré que de telles conversions sont possibles chez des larves de drosophile ayant
ingérées de I'inosine-C'* ou de la guanosine-C'* (Johnson et al., 1980ab). Toutefois,
nous avons tenté de reproduire cette expérience sur des extraits de drosophiles
adultes sauvages en quantifiant par HPLC I'|MP et la GMP potentiellement transformés
aprés ajout d’inosine ou de guanosine, sans succes (données ne figurant pas dans ce
manuscrit). De plus, les études de J-L Becker sur des cultures de cellules de drosophile
vont a I'encontre d’une telle théorie (Becker, 1974b) : aucune conversion de bases

puriques en leur nucléosides par les PNP n’a pu étre mise en évidence dans ses
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expériences, suggérant que ces enzymes ne fonctionnent que dans le sens catabolique
chez la drosophile, et aucune activité guanosine kinase n’a été détectée,

contrairement aux travaux de Johnson et ses collaborateurs.

Aussi, dans notre étude en absence d’une Aprt fonctionnelle, la question s’est posée
d’un possible recyclage direct de I'adénine en adénosine par les PNP, comme cela est
le cas chez la bactérie E.coli, contrairement a 'Homme (Levine & Taylor, 1982 ;
Bzowska et al., 1990). Nous avons regardé si une telle activité était possible chez la
drosophile, mais aucune conversion d’adénine-C'# en adénosine n’a pu étre détectée

(données non présentées).

Ayant été trés peu étudié depuis les années 80, ces informations nous ont permis
d’avoir un schéma plus complet et plus sGr du métabolisme des purines chez la
drosophile. Nous en concluons que I'absence d’"HGPRT n’est pas compensée par une
autre voie enzymatique, et que [|’hypoxanthine et la guanine sont donc
préférentiellement directement excrétées sous forme d’acide urique. Enfin, le fait que
des mutants homozygotes pour des enzymes de la synthése de novo des purines soient
|[étaux développementaux (Holland et al., 2011), contrairement aux mutants Aprt qui
atteignent I’'dge adulte, suggére que la drosophile, comme les mammiféres non
humains, dépend plus pour sa survie de cette premiere voie que du recyclage des
purines. Nos résultats montrent que I'absence de cette deuxiéme voie est néanmoins

lourde de conséquences, en particulier pour le fonctionnement du systéme nerveux.
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Conclusions générales

Les résultats expérimentaux de cette étude nous ont conduit a mettre en évidence des
interactions physiologiques réciproques entre les systémes purinergiques et
DAergiques chez la drosophile. De plus, ils confirment I'hypothése qu’une absence
d’Aprt chez cet organisme a des conséquences en partie similaires, sur le plan
métabolique et comportemental, a un déficit en HGPRT chez 'Homme. Outre leur
intérét pour mieux comprendre le réle du recyclage des purines dans I’expression et le
fonctionnement du systeme DAergique, les drosophiles déficientes en Aprt semblent
donc constituer un nouveau modele permettant d’étudier par des approches
génétiques et pharmacologiques les mécanismes pathogéniques de la MLN. Ainsi, nos
travaux suggeérent que la piste adénosinergique pourrait étre une nouvelle stratégie a

explorer dans le traitement de cette maladie.

Bien que la MLN soit un syndrome rare, la compréhension du réle de la voie de
sauvetage des purines dans le systeme DAergique, et plus généralement dans le
fonctionnement cérébral, pourrait avoir des retombées dans le domaine d’autres
maladies neurologiques plus fréquentes, et en particulier la MP. Les modeles
d’expression transgénique de I'HPRT humaine chez la drosophile que nous avons
développés pourraient aussi avoir d’autres applications translationnelles en rapport
avec le réle de I’'HGPRT dans la survie de cellules cancéreuses et des parasites (Keough
et al., 2018 ; Dolezelova et al., 2018 ; Townsend et al., 2018ab). De récentes études
cristallographiques sur I'Aprt ont permis de mieux comprendre la spécificité de
substrat de I'adénine et de I’hypoxanthine pour leurs phosphoribosyltransférases
respectives (Huyet et al., 2018 ; Ozeir et al.,, 2019). Nos modeles perte et gain de
fonction pourraient s’avérer utiles pour tester rapidement les propriétés de nouveaux
composés substrats ou régulateurs de ces enzymes synthétisés sur la base de ces

études structurales.
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Une possible contribution de la surexpression de I’APRT dans le déficit DAergique
observé dans la MLN, et I'identification d’'une potentielle toxicité inhérente aux formes
défectueuses de I'HGPRT sur le SNC sont des éléments nouveaux apportés par nos
travaux qui mériteraient d’étre approfondis. Ces nouvelles hypothéses ouvrent un
champ de perspective intéressant pour progresser dans la compréhension de la
pathogenese de la MLN et plus précisément dans la fonction endogene de I’'HGPRT et
de ses formes mutées. En raison de la trés forte variabilité phénotypique, il peut étre
compliqué d’obtenir un modele commun, valable pour tous les patients LN.
L'expression transgénique chez la drosophile pourrait étre un moyen d’étudier
I'implication de chagque mutation dans les troubles métaboliques et
neurocomportementaux, et étre ainsi spécifique a chaque malade. Un axe
envisageable pour tirer le meilleur parti des modéles que nous avons introduits serait
d’effectuer des criblages a haut débit de banques de molécules afin d’identifier des
composés potentiellement thérapeutiques, ou de valider des cibles déja identifiées sur
des cellules dérivées de patients (Augé et al., 2016). Une analyse métabolomique
poussée sur ces modeles pourrait aussi avoir un impact significatif sur la
compréhension des dérégulations induites par un défaut de recyclage des purines dans

le cerveau humain.
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RESUME

L'adénine phosphoribosyltransférase (APRT) et I'hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransférase (HGPRT)
sont deux enzymes majeures impliquées dans le recyclage des purines chez les Mammiféeres, une voie
métabolique essentielle permettant la récupération des bases puriques dérivées de I'alimentation ou de la
dégradation des nucléotides. La voie de sauvetage des purines est en effet moins colteuse en énergie que la
voie de synthese de novo et son dysfonctionnement induit diverses pathologies. En particulier, des mutations
héréditaires supprimant I'activité de I'HGPRT sont associées a la maladie de Lesch-Nyhan (MLN), une
pathologie infantile rare liée a I’X caractérisée par une hyperuricémie et de graves troubles
neurocomportementaux tels que dystonie, spasticité et automutilations. Des études ont montré que les
patients présentent une diminution significative des taux de dopamine dans les ganglions de la base, sans que
I'on comprenne clairement le lien entre la neurotransmission dopaminergique et I'absence d’activité de
I’'HGPRT. L’'objectif de cette thése a donc été d’étudier la relation entre le sauvetage des purines et le systéme
dopaminergique chez un organisme modele, la drosophile, afin de mieux comprendre les mécanismes
impliqués dans la MLN. La drosophile n’a pas d’homologue de 'HGPRT, ce qui suggére que I"homologue de
I’APRT, désignée Aprt, est I'unique enzyme de recyclage des purines chez cet organisme. Nos travaux montrent
que des drosophiles mutantes déficientes en Aprt présentent des défauts physiologiques en partie
comparables a ceux associés a I'absence d’HGPRT chez I’'Homme, notamment un taux élevé d’acide urique
ainsi que des altérations des marqueurs dopaminergiques et des troubles neurocomportementaux. A l'inverse,
des perturbations génétiques du systeme dopaminergique induisent une diminution de I'expression et de
I’activité de I’Aprt. Nos résultats confirment ainsi la conservation d’un lien physiologique entre le recyclage des
purines et le systeme dopaminergique chez la drosophile, et indiquent de plus que cette régulation fait
intervenir la signalisation adénosinergique. Ce nouveau modele pourrait donc s’avérer utile a terme pour
identifier de nouvelles cibles thérapeutiques permettant d’améliorer le traitement de cette maladie
dramatique.

MOTS CLES

Adénine phosphoribosyltransférase (APRT)— Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransférase (HGPRT) — Voie
de sauvetage des purines — Maladie de Lesch-Nyhan — Systéme dopaminergique — Drosophila melanogaster

ABSTRACT

Adenine phosphoribosyltransferase (APRT) and hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase (HGPRT) are
two major enzymes involved in purine recycling in mammals, an essential metabolic pathway that allows the
recovery of free purine bases derived from diet or the degradation of nucleotides. The purine salvage pathway
is indeed less energy costly than de novo purine synthesis and its dysfunction induces various pathologies. In
particular, inherited mutations suppressing HGPRT enzyme activity are associated with Lesch-Nyhan disease
(LND), a rare X-linked metabolic and neurophysiological disorder in children, characterized by hyperuricemia
and severe neurobehavioural disturbances such as dystonia, spasticity and compulsive self-injury. Studies have
shown that LND patients have markedly reduced dopamine levels specifically in the basal ganglia, but the
mechanisms linking the lack of HPRT activity and dopaminergic neurotransmission have not been elucidated to
date. In this thesis work, we have been studying the relation between purine metabolism and the
dopaminergic system in a model organism, Drosophila, with the aim to find new clues about the mechanisms
involved in LND. No HGPRT homologue is present in the Drosophila genome, which suggests that the APRT
homologue, named Aprt, is the only purine-recycling enzyme in this organism. Our work shows that Aprt-
deficient flies have defects partly comparable to those associated with HGPRT deficiency in humans, notably
an increase in uric acid levels, as well as alterations in dopaminergic markers and neurobehavioural defects.
Conversely, genetic disruptions of the dopaminergic system decrease the expression and activity level of Aprt.
Our results therefore confirm the conservation of a physiological link between purine recycling and the
dopaminergic system in Drosophila, and further indicate that this regulation requires adenosinergic signaling.
This new model could therefore prove valuable to find new therapeutic targets and possibly improve the
cure of this dramatic disease.
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