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Le syndrome de I'’X fragile (FXS) est la premiére cause de déficience intellectuelle monogénique
héréditaire liée a I'’X (1/3000 gargons). Outre la déficience mentale, les patients présentent des troubles
du spectre autistique ainsi que des perturbations sensorielles, parmi lesquelles une altération des
fonctions visuelles. Cette derniére se caractérise par une diminution de la sensibilité aux contrastes, aux
textures et aux mouvements. L'origine moléculaire du FXS se trouve dans la mise en silence du géne FMR1,
ce dernier ne pouvant plus, par conséquent, exprimer la protéine FMRP. Aux niveaux moléculaire et
cellulaire, la perte cérébrale de FMRP engendre des anomalies structurelles et fonctionnelles des synapses.
Ces perturbations cérébrales sont considérées comme l'origine du phénotype clinique de déficience
intellectuelle mais aussi des anomalies visuelles, car elles affectent les aires responsables de I'intégration
cérébrale des informations visuelles. Cependant, I'équipe du laboratoire a récemment démontré que la
protéine FMRP est également exprimée dans la rétine, structure clé du systeme visuel responsable des
premieres étapes de perception et d’intégration visuelles. La rétine de la souris Fmr1 KO, modele murin
validé du FXS, a montré des altérations électrophysiologiques majeures, associées a des dérégulations
protéiques et une immaturité des neurones rétiniens similaires au phénotype cérébral.

Cette these s’inscrit dans 'extension des connaissances des phénotypes rétinien et visuel en absence
de protéine FMRP, ainsi que I'étude de la part d'implication de ce phénotype rétinien dans les phénotypes
visuel et global du syndrome de I'X fragile.

Le premier axe de ma these tend a approfondir les connaissances du phénotype visuel en absence de
protéine FMRP, en poursuivant I'’étude du modele murin Fmr1 KO. En premier lieu, le schéma temporel
suivi par le phénotype rétinien de ce modeéle a été étudié. Ceci nous a permis de révéler la précocité et la
stabilité des anomalies rétiniennes en absence de la protéine FMRP. Ce résultat confirme la force du
phénotype rétinien en conditions FXS, et souleve la question de son influence sur d’autres structures. En
parallele, le phénotype comportemental visuel de la souris Fmr1 KO a été investigué afin de décrire plus
précisément les altérations visuelles causées par I'absence de FMRP. Nos résultats révelent que 'absence
de protéine FMRP engendre des perturbations significatives dans la perception des contrastes, des
mouvements et de la perspective.

Le deuxiéme axe de la thése s’est intéressé a l'impact spécifique du phénotype rétinien sur le
phénotype comportemental visuel et global. Pour ce faire, une stratégie a été élaborée afin de créer un
nouveau modele animal « FXS-rétine-spécifique ». Son étude renseignera alors sur les conséquences de
I'absence de la protéine FMRP localisée uniquement a la rétine. Cependant, la stratégie envisagée n’a pas
permis de répondre aux questions initiales motivant sa mise en place.

Les résultats de cette thése mettent en lumiére I'importance du phénotype visuel et du phénotype
rétinien du FXS, et apportent de nouvelles connaissances appuyant la place centrale des perturbations
sensorielles dans cette pathologie.

Mots clé : Syndrome de I'’X Fragile, troubles sensoriels, anomalies visuelles, systeme visuel, rétine,
comportement visuel
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Fragile X syndrome (FXS) is the leading cause of X-linked hereditary monogenic intellectual disability
(1/3000 boys). In addition to mental retardation, patients present autism spectrum disorders and sensory
disturbances, including impaired visual functions. Those are characterized by a decrease in contrasts,
textures and motion sensitivities. The molecular origin of the FXS is in the silencing of the FMR1 gene,
which can no longer express the FMRP protein. At the molecular and cellular level, the brain loss of FMRP
generates structural and functional abnormalities of the synapses. These brain disturbances are
considered as the origin of the clinical phenotype of intellectual deficiency, but also visual anomalies,
because they affect particularly the areas responsible for the cerebral integration of visual information.
However, the laboratory recently demonstrated that the FMRP protein is also expressed in the retina, a
key visual system structure responsible for the early stages of visual perception and integration. Retinas
of the Fmr1 KO mouse, the validated murine model of FXS, showed major electrophysiological alterations,
associated with protein dysregulation and immaturity of retinal neurons similar to cerebral phenotype.

This PhD thesis project is part of the extension of knowledge of the visual and retinal phenotype in
absence of FMRP. This project also aimed to study the involvement of this retinal phenotype in visual and
global phenotypes of FXS.

The first axis of this work aims to deepen knowledge of the visual phenotype in the absence of FMRP
protein, by continuing the study of the Fmr1 KO mouse. First, the temporal pattern followed by the retinal
phenotype of this model has been studied. It revealed the precocity and stability of retinal abnormalities
in the absence of FMRP. This result confirms the strength of the retinal phenotype in FXS conditions, and
raises the question of its influence on other structures. In parallel, the visual behavioral phenotype of the
Fmr1 KO mouse was investigated, in order to describe more precisely the visual alterations caused by the
absence of FMRP. Our results have revealed that the absence of FMRP protein causes significant
disturbances in the perception of contrasts, movements and perspective.

The second axis of this work focused on the specific impact of the retinal phenotype on the visual and
global behavioral phenotypes. To do so, a strategy to create a new animal model "FXS-retina-specific” had
been created. His study would provide information on the consequences of the absence of the FMRP
protein only in the retina. However, the strategy envisaged did not allow to answer the initial questions
motivating its implementation.

Results of this PhD thesis highlight the importance of the visual and retinal phenotypes of FXS, and
bring new knowledge supporting the central place of sensory disturbances in this pathology.

Key words : Fragile X Syndrome, sensory disturbances, visual alterations, visual system, retina, visual
behavior.
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Figure 1 : Jeunes patients atteints du syndrome de I'X fragile.

Figure 2 : Représentation schématique des symptémes physiques du FXS.

Figure 3 : Imageries cérébrales d'un individu sain et d'un patient atteint du syndrome de I'’X fragile.

Figure 4 : Caryotypes cytogénétiques de patients FXS.

Figure 5 : Représentation schématique du gene FMR1.

Figure 6 : Représentation schématique de la protéine FMRP, de ses principaux domaines et de leurs
fonctions.

Figure 7 : Le phénotype varie en fonction du nombre de répétitions de triplets CGG dans la séquence du
gene FMRI.

Figure 8 : Représentation schématique de la construction génétique portée par la souris Fmr1 KO.

Figure 9 : Résultats comportementaux issus de la littérature illustrant les troubles cognitifs de la souris
Fmr1 KO.

Figure 10 : Résultats comportementaux issus de la littérature illustrant les troubles du comportement
social de la souris Fmr1 KO.

Figure 11 : Résultats comportementaux issus de la littérature illustrant les troubles neuro-associés de la
souris Fmr1 KO.

Figure 12 : Association des principales altérations relevées chez le modéle Fmrl KO aux symptomes
cliniques des patients atteints du syndrome de I’X fragile (FXS).

Figure 13 : Représentation schématique des changements morphologiques au cours de la maturation
dendritique, en conditions physiologiques.

Figure 14 : Phénotype cellulaire neuronal caractéristique du syndrome de I'X fragile (FXS).

Figure 15 : Représentation schématique des mécanismes engendrés par l'activation des récepteurs Gpl
mGluR et de leurs conséquences sur la plasticité synaptique (LTD).

Figure 16 : Résultats issus de la littérature concernant le phénotype sensoriel auditif des patients FXS.

Figure 17 : Résultats issus de la littérature concernant le phénotype sensoriel auditif des souris Fmr1 KO.

Figure 18: Résultats issus de la littérature concernant le phénotype électrophysiologique auditif des souris
Fmr1 KO.

Figure 19 : Résultats issus de la littérature concernant le phénotype sensoriel tactile comportemental de
la souris Fmr1 KO.

Figure 20 : Résultats issus de la littérature concernant le phénotype sensoriel tactile fonctionnel de la
souris Fmr1 KO.

Figure 21 : Résultats issus de la littérature concernant le phénotype sensoriel tactile cellulaire et
moléculaire de la souris Fmr1 KO.

Figure 22 : Résultats issus de la littérature concernant le phénotype sensoriel olfactif comportemental de

la souris Fmr1 KO.




Figure 23 :

Figure 24 :

Figure 25 :

Figure 26:

Figure 27 :
Figure 28 :
Figure 29
Figure 30
Figure 31
Figure 32
Figure 33

Résultats issus de la littérature concernant le phénotype sensoriel olfactif cellulaire de la souris
Fmr1 KO.

Courbes en trois dimensions représentant le comportement de contact visuel social d’enfants
autistes et d’enfants FXS.

Résultats issus de la littérature concernant le phénotype sensoriel visuel comportemental des
patients FXS.

Etude structurale et cellulaire des aires subcorticales visuelles chez un individu sain (a gauche)
et un patient FXS (a droite).

Bilan des connaissances relatives au phénotype sensoriel du syndrome de I'X fragile.

Mise en évidence de transcrits du gene Fmr1 et de la protéine FMRP dans la rétine de la souris.

: Représentation schématique d’un ceil humain (vue en coupe sagittale).

: Représentation schématique de la structure cellulaire de la rétine.

: Représentation schématique de cellules photoréceptrices de type batonnet et de type cone.
: Images par microscopie électronique de batonnets et de cones de primate.

: Différentes fonctions assurées par les 2 types de photorécepteurs.

Figure 34 : Représentation graphique de la densité des deux types de photorécepteurs en fonction de la

Figure 35
Figure 36:
Figure 37 :
Figure 38:
Figure 39
Figure 40
Figure 41 :
Figure 42

Figure 43:

Figure 44 :

Figure 45

Figure 46 :
Figure 47 :
Figure 48 :

Figure 49
Figure 50
Figure 51
Figure 52

distance a I'axe optique.

: Photopigment des cellules de type batonnet.

Longueurs d’'onde d’absorption des différents types de cones.
Marquages immunohistologiques de cellules de Miiller.

Exemple d’électroretinogramme humain.

: Exemple de courbes de sensibilité rétinienne.

: Projection des informations lumineuses de la rétine vers les aires cérébrales.

Noyau géniculé latéral et colliculus supérieur.

: Projections de I'information visuelle depuis le cortex visuel primaire.

Marquage immunohistologique montrant la présence etla répartition de la protéine FMRP dans
la structure rétinienne, en conditions physiologiques.

Impact d’une stimulation lumineuse sur la quantité et la fonction de régulation de la traduction
de la protéine FMRP dans les cellules photoréceptrices de la rétine.

: Marquages immunohistologiques montrant la présence et la répartition des protéines
Rhodopsine, PSD95, Sytla et mGluR5 dans la rétine des souris WT et Fmr1 KO.

Phénotype rétinien cellulaire de la souris Fmr1 KO.

Structure cellulaire de rétines d’animaux WT et Fmr1 KO.

Quantification de plusieurs caractéristiques de I'électrophysiologie rétinienne enregistrées par

ERG chez les souris WT et Fmr1 KO.

: Architecture du plan expérimental mis en place pour la premiére étude.
: Modéles FXS-tissu-spécifiques proposés.
: Représentation schématique de la construction Fmr1 cOFF.

: Représentation de la construction transgénique Tg(Crx-Cre).




Figure 53

Figure 54 :
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Figure 59
Figure 60
Figure 61

Figure 62 :

Figure 63

Figure 64 :
: Expression cérébrale de FMRP a P5 et a P25.
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Figure 67 :
Figure 68 :
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Figure 70
Figure 71
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Figure 74

Figure 75

Figure 76 :
Figure 77 :
Figure 78 :

Figure 79
Figure 80
Figure 81
Figure 82
Figure 83
Figure 84

: Hybridations in situ révélant 'expression du gene Crx dans la rétine en développement et
mature.

Recombinaison rétinienne induite par le Tg(Crx-Cre).

: Transcription rétinienne de Fmril a P5 et a P25.

Expression rétinienne de FMRP a P5 et a P25.
Transcription rétinienne de Rhodopsine a P5 et a P25, Psd95 a P5 et a P25.

Expression rétinienne a P5 de Rhodopsine et PSD95.

: Expression rétinienne a P25 de Rhodopsine et PSD95.
: Exemples de courbes d’ERG d’animaux a 3 mois WT et Crx-Cre/cOFF.

: Parametres d’ERG enregistrés a 3 mois, a savoir Amax, Bmax, K et n.

Parametres d’ERG enregistrés a 6 mois, a savoir Amax, Bmax, K et n.

: Courbes de sensibilité rétiniennes a 3 mois et 6 mois.

Transcription cérébrale de Fmr1 a P5 eta P25.

Analyse génotypique de la recombinaison du géne Fmr1 cOFF.
Transcription cérébrale de Psd95 a P5 et a P25.
Expression cérébrale de PSD95 a P5 et a P25.

: Etude du phénotype neuronal de la lignée.
: Etude de la recombinaison rétinienne induite par le Tg(Crx-Cre).

: Etude de la recombinaison cérébrale induite par le Tg(Crx-Cre).

Etude histologique de la recombinaison cérébrale induite par le Tg(Crx-Cre).

Expression de Cre recombinase et de GFP dans les testicules et la rate des animaux adultes de
la lignée Crx-Cre/RCE.

: Transcription cérébrale de Fmrl dans '’hippocampe, le cervelet, le cortex visuel, le cortex

somatosensoriel et les bulbes olfactifs.

: Analyse génotypique d’astrocytes d’animaux de lignée Crx-Cre/cOFF.

Transcription de Fmr1 dans des populations neuronales d’animaux de lignée Crx-Cre/cOFF.
Transcription de Fmr1 dans les tissus testiculaires d’animaux de lignée Crx-Cre/cOFF a P5.

Expression testiculaire de FMRP a P5 et a P25.

: Masse testiculaire d’animaux de lignée Crx-Cre/cOFF a 6 mois.

: Etude de la compréhension des contrastes et mouvements par le test de I'optométre.
: Etude des capacités de mémorisation par le test du labyrinthe en Y.

: Etude des capacités de mémorisation par le test du labyrinthe en Y.

: Etude de I'état d’anxiété par le test de la croix surélevée.

: Bilan des connaissances relatives au phénotype sensoriel visuel du syndrome de I'X fragile

apreés ce travail de thése.
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ABR
ADAMS
ADHA
ADI(-R)
ADN
ADNCc
ADOS
Amax
AMPA
APA
ARN
ARNm
ASD
ATG
BCA
BET
BK
Bmax
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C57BL6
CA
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CO2
cOFF
cOFF
Cre
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CREEA
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CRX
Crx-Cre
Crx-Cre/cOFF
CS

Ct
DAPI
dfmrl
Dil

DMEM
DSM
E[chiffre]
ECL
EDTA
EEG
EGFP
EPM
EPR
ERG
ERP
FMR1
Fmrl
FMRP
FRAXA
FXPOI
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Aberrant Behavior Checklist

réponse du tronc cérébral auditif (en anglais Auditory Brainstem Response)
Anxiety Depression And Mood Scale

trouble du déficit de I'attention avec hyperactivité (en anglais Attention Deficit Hyperactivity Disorder)
Autism Diagnostic Interview (- Revised)

Acide DesoxyriboNucléique

ADN complémentaire

Autism Diagnostic Observation Schedule

amplitude maximale de 1'onde a en ERG

acide alpha-amino-3-hydroxy-5-méthyl-4-isoxazolepropionique

association américaine de psychiatrie (en anglais American Psychiatric Association)
Acide RiboNucléique

ARN messager

trouble du spectre autistique (en anglais Autism Spectrum Disorder)

séquence d'initiation de la transcription

BiCinchoninic acid Assay

Bromure d'Ethidium

maxi canal potassique (en anglais Big Potassium)
amplitude maximale de I'onde b en ERG

albumine de sérum bovin (en anglais Bovine Serum Albumin)

souche murine dite "Black 6"

corne d'’Ammon

knock-out conditionnel (en anglais Conditional Knock-Out)

dioxyde de carbone

knock-out conditionnel (en anglais conditional OFF)

animal porteur de la construction Fmr1 cOFF

enzyme de recombinaison (en anglais Causes Recombination)

gene d'expression de 'enzyme Cre

Comité Régional d'Ethique pour I'Expérimentation Animale

gene d'expression de la protéine CRX, murin

protéine Cone-rod homeobox, murine

animal porteur du transgene Tg(Crx-Cre)

animal porteur a la fois du transgene Tg(Crx-Cre) et de la construction Fmr1 cOFF
Colliculus Supérieur

cycle seuil (en anglais Cycle Threshold)

fluorochrome 4',6-diamidino-2-phénylindole

gene Fragile Mental Retardation 1 de la drosophile

composé fluorescent 3H-Indolium, 2-[3-(1,3-dihydro-3,3-dimethyl-1-octadecyl-2H-indol-2-ylidene)-1-
propenyl]-3,3-dimethyl-1-octadecyl-, perchlorate

Dulbecco's Modified Eagle Medium

manuel de référencement des troubles mentaux (en anglais Diagnostic and Statistical Manuel of Mental Disorders)
dge embryonnaire, en jours

Enhanced ChemioLuminescence

acide éthylenediaminetétraacétique

ElectroEncéphaloGramme

protéine de fluorescence verte augmentée (en anglais Enhanced Green Fluorescence Protein)
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Introduction générale




Partie 1 - Le Syndrome de I’X Fragile

Le syndrome de I'X fragile (FXS) (OMIM n°300624, ICD-10 n°Q99.6) est la premiere cause de
déficience mentale héréditaire monogénique liée au chromosome X. A I’échelle mondiale, la
prévalence parmi la population est estimée actuellement entre 1:4000 et 1:7000 chez les
hommes, et entre 1:8000 et 1:11000 chez les femmes (Hunter et al, 2014). L'Union Européenne
définissant une maladie rare comme une maladie affectant moins de 1:2000 individus, le syndrome de
I'’X fragile est catégorisé comme maladie rare. Cependant, sa prévalence est loin d’étre négligeable, et est
méme égale a celle de la mucoviscidose (fibrose kystique) (Angelis et al., 2015). Le FXS est une pathologie
syndromique. Elle se traduit par un phénotype clinique complexe, nécessitant une prise en charge lourde
par 'entourage médical et institutionnel tout au long de la vie des patients, dont 'espérance de vie est
normale (Angelis et al,, 2015). Par conséquent, les études estiment que le cot total au cours d’'une vie
s’éleve a environ 980000€ par patient (Angelis et al., 2015). Chaque patient nécessiterait une prise en
charge a hauteur de 31000€ par an, dont 20% représentent les médicaments utilisés, ce qui démontre
I'impact socio-économique significatif de cette pathologie (Angelis et al., 2015). En tant que maladie due
aune anomalie du chromosome X, le syndrome de I'X fragile s’exprime par une phénotype complexe chez
les hommes. Les femmes porteuses de cette anomalie sont, elles, hétérozygotes. Par conséquent elles sont
asymptomatiques ou présentent un phénotype plus léger que celui décrit chez 'homme (Wolff et al.,
1988). Ceci explique la différence de prévalence constatée a I'échelle de la population mondiale, et le
caractére masculin attribué a la pathologie. Ainsi, le phénotype du syndrome de I'X fragile tel que décrit
d’un point de vue clinique est décrit chez ’homme. Les études se concentrent majoritairement sur les
patients masculins, et sur les males lors des études sur des modéles animaux. Sauf mention contraire,
les descriptions et résultats détaillés par la suite concerneront le patient masculin atteint du

syndrome de I'X fragile.

1.1 Description clinigue du Syndrome de I’X Fragile

1.1.1 La déficience mentale, le symptéme central du FXS

La déficience intellectuelle est le symptome central du syndrome de I'X fragile. A I'’heure
actuelle, cette pathologie représente 2,4% des cas de déficience intellectuelle, ce qui en fait la
seconde cause de déficience intellectuelle (aprés le syndrome de Down), et la premiére cause de
déficience intellectuelle héréditaire chez ’homme (Hunter et al., 2014). L’intégralité des patients
présente une déficience intellectuelle globale, caractérisée par un retard développemental et des
troubles neurocognitifs a I’age adulte (Huddleston et al., 2014).

Maladie neurodéveloppementale, sa symptomologie est en place des la naissance, et se manifestera

tout au long de la vie de I'individu, s’exprimant de différentes maniéres et a des degrés divers selon les




patients. Des le plus jeune age, un retard global de développement se fait sentir : retard du langage
(premiers mots a 2 ans et demi), retard de la locomotion (premiers pas a plus de 2 ans), et troubles de la
sphere psychomotrice (Wisniewski et al., 1985; Alanay et al., 2007; Kover et al.,, 2015). Généralement,
C’est I'observation de ces retards qui pousse les parents a consulter un médecin, et qui conduit a
I'établissement du diagnostic. Les enfants atteints du syndrome de I'X fragile présentent aussi un retard
de la mise en place de la lecture, et des difficultés d’apprentissage compliquant considérablement leur
parcours scolaire (Adlof et al., 2015). Une mesure de I'évolution des capacités cognitives d’enfants
diagnostiqués FXS et d’enfants au développement typique montre que les enfants atteints du syndrome
de I'’X fragile sont capables d’apprendre et de s’améliorer, mais dans une moindre mesure que les enfants
au développement normal (Hall et al., 2008). Concrétement, le taux de croissance cognitive d'un enfant X
fragile est moitié moins important que celui d’'un enfant au développement typique, ce qui conduit a
I'agrandissement progressif du fossé qui sépare un enfant non affecté d'un enfant affecté au cours de leur
développement. Ceci explique un apparent déclin du QI avec I'dge chez les patients atteints du syndrome
de I'X fragile (Hall et al., 2008).

Ainsi, a 'age adulte, les patients présentent une déficience intellectuelle allant de sévere a
modérée. Sachant que la valeur normale du QI est établie a 70, les patients masculins se situent, eux,
entre 20 et 70 (Fisch et al,, 2002), avec 70% d’entre eux ayant un QI inférieur a 50 (Alanay et al., 2007;
Garber et al., 2008). Ces patients montrent une faible mémoire a court terme, des difficultés de langage
et des difficultés significatives avec les concepts abstraits et les mathématiques (Lewis et al., 2006; Hall
etal, 2014). Ils présentent aussi un ensemble de limitations dans leurs fonctions exécutives, telles que la
mémoire de travail, I'inhibition, les procédures séquentielles, ou la capacité a s’adapter (Hooper et al,,
2008). D’'une maniere concrete, il leur est trés difficile de se désengager d'une tache et de s’engager dans
une nouvelle tache alors qu’ils désirent poursuivre la premiere. De plus, ils montrent des troubles de la
motricité et de la coordination et des dysfonctions lors de tiaches nécessitant de la coordination
psychomotrice fines (Crowe and Hay, 1990; Freund and Reiss, 1991; Cornish et al., 1999; Baranek et al,,
2005).

La vie quotidienne des patients est par conséquent complexifiée sur de nombreux aspects, leur
déficience mentale rendant impossible de s’approprier certains concepts de la vie courante, tels que le
temps, 'argent, les nombres (Raspa et al,, 2018). A titre d’exemple, 30% ne sont pas capable de dire la
date du jour, et ne comprennent pas le concept de « demain ». Environ 60% comprennent que I'argent
sert a acheter des choses, et moins de 10% sont capables de juger s’ils ont assez d’argent pour acheter
une chose et donner la valeur approximative au caissier. Seuls 50% sont capables de compter jusqu’'a 10
correctement, de comprendre ce que « premier » et « dernier » signifient, et de lire I'heure (Raspa et al,,
2018). Ces diverses et nombreuses incapacités rendent leur autonomie difficile, et peuvent mettre en jeu
leur sécurité : la moitié des patients ne savent pas suivre la signalisation pour traverser une rue sans
danger, ou comprendre les enjeux de leur propre sécurité vis-vis d’'un étranger, par exemple (Raspa et

al, 2018).




1.1.2 Les troubles de type autistique : les patients sont-ils « autistes » ?

Le deuxieme symptome le plus fort du syndrome de I'X fragile est la présence de troubles de
type autistique chez environ 40% des patients. Les patients montrent des anomalies de la spheére
sociale et de la réciprocité socio-émotionnelle, illustrés par une pauvreté du contact visuel, un
refus du contact tactile et des troubles de la communication. Les patients présentent aussi des
mouvements typiques tels que des battements de mains et des stéréotypies (Hagerman et al.,

1991; Kaufmann et al., 2004; Schneider et al., 2009).

Autisme, ou troubles de type autistique ?

Diagnostiquer « I'autisme » chez les patients FXS est une tache délicate, rendue difficile par les
chevauchements des symptdmes de I'anxiété sociale, de I'autisme, des déficits de langages et de la
déficience mentale d’'une maniere générale. A cela s’ajoute une corrélation entre I'importance de la
déficience mentale et 'ampleur des troubles autistiques (McDuffie et al., 2010; Wheeler et al., 2015).
Différents tests et échelles d’évaluation de 'autisme ont été appliqués sur des cohortes de patients, et
rapportent qu'une partie considérable des patient rentre dans les critéres des troubles du spectre
autistique (Harris et al., 2008). Les proportions de patients considérés comme autistes varient selon le
test utilisé : pour une méme cohorte, en se basant sur les critéres de 'ADOS, 32% des patients sont classés
autistes, et ce taux monte a prés de 50% avec les criteres ADI-R (Harris et al., 2008). Les différences
s’expliquent par le moyen de collecte des données, 'un utilisant les retours historiques des parents et
soignants accompagnant le patient, 'autre évaluant le comportement actuel du patient par un clinicien
(Harris et al., 2008) (voir paragraphe « tests et échelles d’autisme appliqués au FXS »).

Ainsi, en se basant sur les critéres énoncés dans le DSM-IV-TR (American Psychiatric Association,
2000), environ 40% des patients atteints du syndrome de I'’X fragile sont considérés comme souffrant de
troubles autistiques (catégorie Autism Disorders). Cependant, cette catégorisation a été modifiée pour la
parution du DSM-5, édition la plus récente du DSM publiée en 2013 par I'’APA (American Psychiatric
Association, 2013). Désormais, il convient de parler de Troubles du Spectre Autistiques (ASD, en anglais
Autism Spectrum Disorders), et les critéres de cette catégorie ont été considérablement remaniés
(redistribution des symptomes dans les différentes critéres et augmentation du nombre de symptomes
minimum a atteindre). Par conséquent, en appliquant scrupuleusement le DSM-5, la proportion de
patients atteints du syndrome de I'X fragile présentant des troubles du spectre autistique est désormais
d’environ 30% (Wheeler et al,, 2015). Quoi qu’il en soit, le syndrome de I'’X fragile se caractérise par
une présence indéniable de la symptomologie autistique, puisque plus de 90% des patients

montrent au moins un comportement autistique (Brock and Hatton, 2010).

Troubles associés au spectre autistique

Les patients atteints du syndrome de I'X fragile présentent d’autres symptdmes faisant partie des

troubles associés au spectre autistique, certaines échelles prenant en compte les comportements qui leur




sont associés pour catégoriser les patients. Ces symptomes composent un profil psychologique assez
uniforme, mais s’exprimant avec des prévalences plus ou moins importantes et de maniére plus ou moins
forte parmi la population des patients.

L’hyperactivité associée a des troubles de 'attention (ADHA, en anglais Attention Deficit and
Hyperactivity Disorders) est le symptéme le plus communément diagnostiqué chez les patients atteints
du syndrome de I'’X fragile. Des études reportent que 84% des patients souffrent de déficit de 'attention
et 66% montrent un comportement hyperactif (Bailey et al,, 2008). Tout comme dans la population
générale touchée par ce trouble, les caractéristiques de ce dernier évoluent au cours de la vie des
individus avec une rapidité d’évolution en un cours laps de temps particuliérement prononcée chez les
patients FXS (Tranfaglia, 2011). En effet, les trés jeunes enfants porteurs de la pathologie sont souvent
hypoactifs avec une attention légerement altérée (Tranfaglia, 2011). Au cours de l'enfance, et en
particulier lors des ages des premiéres années de la vie scolaire, les patients connaissent une forte
augmentation de leur niveau d’activité, menant rapidement a un comportement turbulent et
perturbateur (Tranfaglia, 2011). L’hyperactivité va ensuite généralement s’atténuer avec la croissance
de I'enfant et 'augmentation de la masse corporelle, mais le déficit d’attention persistera tout au long de
la vie de I'individu (Tranfaglia, 2011). De maniére concreéte, les patients montrent de grandes difficultés
a discriminer une cible d’'un événement de distraction, et a inhiber des impulsions qui les menent a
changer leur centre d’attention (Munir et al.,, 2000). Le déficit d’attention constaté chez les patients
atteints du syndrome de I'X fragile s’exprime selon un schéma spécifique a cette pathologie, différent
d’autres troubles neurodéveloppementaux (Munir et al., 2000).

Soixante-dix pourcents des patients atteints du syndrome de I'X fragile montrent également une
large gamme de symptomes anxieux, tels que des phobies spécifiques, des peurs paniques, des troubles
obsessionnels compulsifs, une anxiété généralisée, et surtout une phobie sociale (Bailey et al., 2008). La
encore, caractériser I'anxiété n’est pas chose aisée chez des patients déficients mentaux éprouvant des
difficultés a reconnaitre et a communiquer leurs émotions (Boyle and Kaufmann, 2010). Cependant,
certains signes et comportements permettent de cerner ces anxiétés. Parmi les signes décrits le plus
classiquement chez les patients, la pauvreté du contact visuel, 'aversion pour le regard direct et la
timidité excessive sont des traits comportementaux illustrant une anxiété due a la phobie sociale.
L’anxiété peut aussi expliquer d’autres comportements typiques comme les battements de main, les
morsures des mains ou I'agressivité (Boyle and Kaufmann, 2010).

En effet, a ces symptomes s’ajoutent des troubles de I'’humeur, tels que de l'irritabilité, une humeur
labile, des accés d’agressivité et des comportements d’automutilation constatés chez 40% des patients
(Bailey et al., 2008). Ces symptomes ont généralement un caractere fugace et épisodique, provoqués par

un environnement perg¢u comme anxiogéne par le patient (Tranfaglia, 2011).

Tests et échelles « d’autisme » appliqués aux patients FXS

Evaluer les troubles de type autistiques chez des patients atteints de déficience intellectuelle est une

tache trés complexe, qui ne peut étre qu’en partie résolue. Les symptdmes de déficience intellectuelle et




de troubles autistiques sont intimement liés, et leurs manifestations peuvent étre aussi bien la cause que
la conséquence de certains de ces symptomes. Le phénotype comportemental de pathologie mélant ces
deux aspects est extrémement complexe.

Lors des études de patients atteints du syndrome de I'X fragile, ces derniers étaient généralement
évalués par leur quotient intellectuel que par leurs troubles autistiques. Pendant de nombreuses années,
les patients étaient méme catégorisés comme autistes, et leur comportement évalué suivant des échelles
d’autisme. L’échelle la plus largement utilisée fut, et est encore, I’Aberrant Behavior Checklist (ABC,
(Aman et al,, 1985). Cette échelle se compose d’une série de questions posées aux parents du patient, qui
doivent évaluer la gravité d'un comportement chez leur enfant. Ainsi, la question n’est pas de savoir si un
trouble est présent, mais siles accompagnants considerent que ce trouble n’est pas problématique (score
0) ou pose un probléme sévére (score 3). Le résultat obtenu a la fin des 58 questions donne un score au
patient. Il parait ainsi assez évident que ce score est subjectif, et ne permet pas de noter la présence ou
non d'un trouble, mais plutét la géne que l‘entourage percoit. Sur la base de ce test, différents
arrangements ont été proposés pour tenter d’adapter ’ABC a diverses maladies, regroupant les troubles
par catégories. Cette échelle a surtout été utilisée dans le cadre d’essais thérapeutiques, afin d’évaluer
’évolution du patient avant et aprés une thérapie. Parmi les tests plus couramment utilisés, on retrouve
aussi I’Autism Diagnostic Interview (ADI, (Lord et al., 1994). Ce test se base aussi sur un ensemble de
questions posées aux parents du patient, qui permet de rentrer en détails sur de nombreux troubles
spécifiques de l'autisme. Ce test, tres long, permet d’identifier quels sont les comportements les plus
anormaux et leur degré. La description classe les comportements en 3 catégories (communication, jeu et
développement social), rendant ce test réellement adapté a l'autisme (et pas aux comportements
anormaux d’'une maniere générale, comme I'est ’ABC). Citons aussi le Social Responsiveness Scale (SRS,
(Constantino et al., 2004), ensemble de questions posées aux parents de maniére a évaluer les troubles
relationnels etles anomalies de la sphére sociale, ou encore I'Anxiety Depression And Mood Scale (ADAMS,
(Esbensen et al., 2003), 1a encore basée sur la réponse des parents quant a la fréquence et le caractere
problématique des troubles de I'’humeur (anxiété, dépression) de leur enfant. Ces dernieres évaluations
demeurent cependant assez générales, et peuvent paraitre parfois assez peu adaptées. L’ensemble de ces
évaluations se base sur les réponses obtenues des parents. Ceci présente I'inconvénient de se heurter a
la barriére de la déficience mentale, difficile au quotidien a différencier les troubles autistiques, et a
'affectif des parents pour leur enfant. Cependant, ce dernier aspect présente également, aux dires de
professionnels pratiquant certains de ces tests, I'avantage d’obtenir le ressenti de personnes connaissant
intimement et au quotidien le patient. Le comportement au quotidien est trés informatif et peut
participer a mettre en évidence des symptémes jusqu’alors sous-estimés par, ou invisibles pour, les
praticiens. Le ressenti humain de 'entourage constitue une vraie richesse pour l'exploration et la
caractérisation des troubles comportementaux des patients. Ceci pourrait certainement participer a
améliorer la catégorisation en « troubles de type autistique » dans le cas du syndrome de I’X fragile, et a
le différencier clairement de I'autisme idiopathique. Malheureusement, il n’existe a ce jour aucune

échelle spécifiquement adaptée au phénotype propre du syndrome de I'X fragile. Le caractere




particulier et unique de la mosaique comportementale de ces patients mériterait toutefois qu'une
échelle adaptée leur soit dédiée. L’absence de test adapté est tenue pour responsable de I'échec des
essais cliniques menés jusqu’a présent, en rendant impossible une description claire et précise des

symptomes et comportements des patients (Berry-Kravis et al., 2018).

1.1.3 Les troubles sensoriels

Ainsi les patients atteints du Syndrome de I'X Fragile présentent des traits comportementaux
caractéristiques des troubles autistiques en lien avec la sphére sensorielle. Le refus du contact tactile, par
exemple, est tres marqué chez les patients des leur enfance, 80% d’entre eux ayant une tres forte aversion
pour tout contact tactile (Hagerman et al.,, 1991). En plus de refléter une anxiété sociale prononcée, ce
phénotype peut également étre une illustration d’'une perturbation purement sensorielle de la perception
etde l'intégration des stimuli tactiles et nociceptifs. Il en est de méme avec la fuite du regard des patients,
refusant tout contact visuel avec un interlocuteur et ne fixant pas un visage de maniére prolongée (Cohen
et al,, 1989, 1991). Ce comportement est un signe de refus du contact social, mais peut aussi étre la
traduction d'une difficulté a percevoir et intégrer des indices visuels environnementaux et de
communication non verbale (Garrett et al.,, 2004). D’une maniére générale, I'intégralité des patients
atteints du Syndrome de I'X fragile montre une sensibilité particuliere face aux stimuli sensoriels.
Une étude a reporté une réponse électrodermale augmentée chez ces patients en réponse a des stimuli
olfactifs, auditifs, visuels et tactiles (Miller et al., 1999), indiquant une anomalie de la perception et de
I'intégration de ces stimuli chez les patients. Cependant, jusqu’a présent, peu d’études ont investigué ces

troubles chez les patients pour en faire une description claire.

1.1.4 Les troubles neuro associés

L’épilepsie représente une importante comorbidité chez les patients FXS. Chez les enfants, 10
a 20% des garcons sont épileptiques, et cette caractéristique perdure chez 25% de ces patients a I'age
adulte (Berry-Kravis etal., 2010). Les crises les plus fréquentes chez ces patients sont des crises partielles
complexes (90%), suivies par des crises tonico-cloniques généralisées (46%) et les crises partielles
simples (25%) (Musumeci etal., 1999; Berry-Kravis et al., 2010). Ces crises s’accompagnent dans 7% des
cas de convulsions fébriles (Musumeci et al., 1999). Fort heureusement, la plupart des patients répondent
aux traitements anti épileptiques (Berry-Kravis et al., 2010).

Enfin, les patients atteints du syndrome de I'X fragile sont sujets a des troubles du sommeil.
Environ 30% d’entre eux éprouvent des difficultés a s’endormir, et se réveillent plusieurs fois par nuit
(Kronk et al,, 2010). L’ensemble du cycle circadien des individus semblent donc perturbé, puisque les
patients montrent a la fois des réveils répétés au cours de la nuit et un éveil trés tot le matin, ainsi que
des endormissements pendant la journée (Kronk et al., 2010). Une étude a souligné un lien intéressant

entre individus éprouvant ces problemes de sommeil et d’autre symptomes (humeur, capacité a




s’adapter, capacité d’écoute, ...) aggravés chez ces individus (Kronk et al., 2010). Il n’est évidemment pas
possible de faire un lien direct entre ces troubles du sommeil et ces difficultés fonctionnelles, mais des
études réalisées chez les enfants ont souligné un lien entre les fonctions neurocomportementales et le
sommeil (Sadeh et al,, 2002; Touchette et al.,, 2007). Implicitement, il est possible que les enfants FXS
souffrant d’'une mauvaise qualité de sommeil voient leurs capacités cognitives et comportementales

altérées par ce trouble fonctionnel (Kronk et al., 2010).

1.1.5 Les symptémes physiques

L’anatomie corporelle des patients trahit également la pathologie. En particulier, une
augmentation du volume testiculaire (macroorchidie) est constatée chez la totalité des sujets
apres leur puberté (Turner et al, 1975; Bowen et al, 1978; Lachiewicz and Dawson, 1994). La
pénétrance trés importante et incontournable du phénotype de macroorchidie en fait le troisieme
symptome le plus marquant du syndrome de I'X fragile, apreés la déficience mentale et les troubles de type
autistique. Les patients adultes ont un volume testiculaire d’environ 50mL quand la moyenne chez un
homme sain estinférieure a 25mL. Il est intéressant de noter que ce symptéme ne s’est pas montré source
de trouble de la reproduction ou de la fertilité, puisque les patients sont aptes a se reproduire (Turner et
al.,, 1975).

D’un point de vue physique, a la naissance, les poids, taille et périmeétre cranien d'un nouveau-né
atteint du syndrome de I'X fragile sont normaux (Lachiewicz et al., 2000). Toutefois, les jeunes patients
commencent a montrer assez tot dans leur enfance des traits physiques précoces, qui se
caractérisent la plupart du temps par un visage long et étroit, et des oreilles décollées (Lachiewicz et al.,
2000; Hagerman and Hagerman, 2002; Heulens et al., 2013) (Figures 1 et 2). D’autres caractéristiques
physiques se développeront ensuite avec la croissance de I'enfant jusqu’a sa puberté. Au niveau du visage
ces traits sont visibles, avec des yeux proches et cerclés de poches, associés a des fentes palpébrales
allongées, un nez large et plat, un philtrum élargi, une machoire proéminente, et une hypotonie faciale
générale, conférant au patient un facies caractéristique et reconnaissable (Lachiewicz et al., 2000; Hersh
et al, 2011; Heulens et al,, 2013) (Figures 1 et 2). Il est tristement intéressant de noter qu’au-dela de
I'aspect esthétique, les traits physiques précédemment décrits peuvent avoir de douloureuses
conséquences sur la santé du patient. Par exemple, la dysmorphie nasale gene I'écoulement sinusal,
expliquant 'augmentation des cas de sinusite chez les patients (Kidd et al., 2014). De la méme maniere,
la dysmorphie faciale engendre un affaissement des tubes auditifs (trompes d’Eustache), empéchant un
drainage normal des fluides et favorisant 'accumulation de bactéries dans l'oreille moyenne, ce qui
explique 'augmentation des cas d’otites chez les jeunes patients (Hagerman et al., 1987; Kidd et al,

2014).




adapté de Ciaccio et al. 2017

Figure 1: Jeunes patients atteints du
syndrome de I'X fragile.

Notons le facies caractéristique du FXS : le visage
long, les oreilles décollées, le front large, le nez
large et plat, des fentes palpébrales allongées, un
philtrum élargi.

adapté de Penagarikano et al. 2007

Diverses autres parties du corps des patients présentent des anomalies (Figure 2). En particulier une
anomalie des tissus connectifs engendre une hyperlaxie des articulations chez la moitié des patients,
affectant tout particulierement leur articulations metacarpo-phalangiennes (Saul and Tarleton, 1993).
Cette anomalie, associée a une hypotonie générale, est aussi a l‘origine des troubles cardiaques,
notamment un prolapsus de la valve mitrale et une dilatation de I'anneau aortique (Pyeritz et al., 1982;
Sreeram et al., 1989), et gastrointestinaux (Goldson and Hagerman, 1993; Utari et al., 2010) décrits chez
les patients. Enfin des troubles du métabolisme sont aussi couramment documentés, générant un

surpoids ou de 'obésité chez environ 60% des patients (Lisik et al., 2016).
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Figure 2 : Représentation schématique des symptomes physiques du FXS.




1.1.6 Les patients présentent-ils des anomalies de I'anatomie cérébrale ?

Dés les premiéres imageries cérébrales opérées sur les patients atteints du Syndrome de I'’X
fragile, les cliniciens ont notifié I'absence de différence de volume global entre un cerveau de
patient et un cerveau d’'individu sain (Reyniers et al., 1999; Gothelf et al., 2008). En revanche,
quelques anomalies structurales spécifiques a cette pathologie ont été mises en évidence, et leur
localisation a souvent été reliée aux symptomes cliniques des patients. La premiére d’entre elles,
observée en 1988, est une hypoplasie du vermis cérébelleux (ou paleocerebellum) (Reiss et al., 1988)
(Figure 3). Par la suite, un lien sera établi entre diminution du volume du vermis cérébelleux et des
symptomes autistiques tels que les stéréotypies et les troubles de la communication (Mazzocco et al.,

1998).

adapte de Reiss et al. 1988
Figure 3 : Imageries cérébrales (A) d’'un individu sain et (B) d’un patient atteint du
syndrome de I'’X fragile.

L’'imagerie démontre la diminution du volume du vermis cérébelleux (V) chez le patient FXS par
rapport a un individu sain. Imagerie par IRM, cerveaux vues en coupes sagittales. P : pédicule
cérébral ; V: vermis cérébelleux.

Par la suite les imageries ont montré une augmentation du volume de I'hippocampe, structure
particuliérement importante pour la mémoire et I'apprentissage (Reiss et al., 1995). De plus, connaissant
les troubles des fonctions exécutives (attention, inhibition, comportement dirigé vers un objectif,
organisation) vécus par les patients, il ne fut pas surprenant d’'observer des anomalies dans les structures
centrales régissant ces comportements. En particulier, le noyau caudé, structure associée au putamen
pour effectuer le filtrage et I'organisation des informations ainsi qu’aux aires frontales pour controler
I'attention et la planification motrice, présentait une forte augmentation de volume chez les patients
diagnostiqués FXS observés par IRM (Reiss et al., 1995). Par conséquent, cette augmentation volumique

fut associée a la diminution de QI des patients FXS (Reiss et al., 1995).




L’ensemble de ces constatations, réalisées par mesure de surface d’intérét sur des images d’'IRM, ont
été reproduites ultérieurement avec des technologies plus avancées et donnant acces a plus de données,
affinant ainsi les mesures effectuées. En particulier, la modélisation volumétrique basée sur le couplage
de voxel et de surface a confirmé que les patients FXS et les individus contréles ne présentent pas de
différence du volume cérébral global (Gothelf et al, 2008). Elle a aussi confirmé les résultats
précédemment décrits. Notamment, les mesures des noyaux caudés ont montré une importante
augmentation volumique de cette structure de 'ordre de 23% (Gothelf et al., 2008). Cependant, cette fois-
ci, 'augmentation de la taille du noyau caudé a été reliée au comportement aberrent du FXS, mais pas au
score de QL. Selon certains auteurs I'élargissement du noyau caudé joue un réle dans les comportements
anormauy, tels que les stéréotypies et 'hypersensibilité sensorielle, tandis que les modifications du
vermis cérébelleux sont plutot a relier aux altérations cognitives (Schneider et al., 2009). L'imagerie a
aussi révélé une diminution du volume de I'amygdale, ce qui peut expliquer les comportements d’anxiété
et de retrait sociaux.

De plus, une analyse des volumes de substance blanche et de substance grise dans plusieurs régions
cérébrales de jeunes patients (entre 1 et 3 mois) a montré les mémes résultats que ceux observés
jusqu’alors sur des patients plus agés (Hoeft et al., 2008). Détecter des anomalies de structures cérébrales
aussi précocement dans la vie d’'un individu est la preuve que les facteurs génétiques régulent le
développement cérébral trés tot dans I'enfance, voire de maniere prénatale. Quoi qu’il en soit, pour ce
qui concerne le Syndrome de I'X fragile, ces observations attestent que la plupart des anomalies
neuro-anatomiques constatées chez les patients sont spécifiquement d’origine constitutive plutot
que la conséquence du retard mental (Schneider et al., 2009).

Enfin, il semble important de souligner que les anomalies neuro-anatomiques constituent une
signature unique de la pathologie. En effet, si 'on compare les imageries IRM d’hommes diagnostiqués
FXS avec celles d’hommes atteint d’autisme idiopathique, les patients atteints du Syndrome de I'X fragile,
présentent une claire augmentation de leur noyau caudé, et les patients autistes ont, quant a eux, une
plus grosse amygdale (Hazlett et al., 2009). De plus, les patients atteints du FXS ne présentent pas, entre
eux, de différence dans ces régions cérébrales, qu’ils soient atteints d’autisme ou non. Cette étude
souligne de maniere anatomique le caractére unique du Syndrome de I'X fragile, en marquant clairement
la différence avec l'autisme idiopathique. Ces données affirment de maniére empirique qu'’il existe
différentes manieres d’atteindre un comportement de type autistique.

Ainsi le cerveau des patients atteints du Syndrome de I'X Fragile présente des anomalies
volumiques trés spécifiques et se restreignent a des régions cérébrales tres localisées. La
communauté scientifique s’accorde a dire que les cerveaux des patients ont une anatomie sans

anomalie majeure de développement et de structure.




1.2 A propos de I'existence d’un phénotype féminin

Dans un souci d’équité, et bien que les femmes porteuses de la pathologie ne soient pas le sujet de
cette étude, il semble important d’aborder et décrire les caractéristiques de ces derniéres, et les troubles
dont elles peuvent souffrir elles aussi. Les femmes sont moins affectées que les hommes par la
présence d’un alléle muté sur I'un de leur chromosome X. Les femmes porteuses d’'un alléle sont
asymptomatiques ou présentent un phénotype clinique allégé en comparaison de celui, assez
lourd, montré par les sujets masculins (Freund et al., 1993). La cause de ce phénoméne est que la
présence de la mutation sur 'un des deux chromosomes influence une expression prédominante du
chromosome porteur de I'allele non muté, ce qui compense le défaut d’expression du chromosome muté
(Wolff et al., 1988). Ainsi, les femmes hétérozygotes pour la mutation responsable du FXS présentent
généralement un QI normal ou trés légérement diminué, générant pour certaines d’entre elles des
difficultés d’apprentissage (Wolff et al., 1988; Freund et al., 1993). Elles sont, dés lors, peu touchée par la
déficience intellectuelle (Wolff et al., 1988; de Vries et al., 1996). Cependant, bien que peu affectées sur
le plan cognitif, elles montrent une plus grande fréquence de troubles de 'humeur et de stéréotypies,
sans pour autant souffrir d’hyperactivité ou de déficit de l'attention. Leur entourage reporte un
comportement réservé et déprimé, illustrant un trouble de la socialisation et une diminution de leurs

compétences interpersonnelles (Freund et al., 1993).

1.3 L’étiologie du syndrome de I’X fragile

La transmission d’un retard mental suivant un schéma lié au chromosome X fut démontrée pour la
premiere fois au sein d'une grande famille en 1943 par Martin et Bell (Martin and Bell, 1943). En 1969,
Lubs détecta pour la premiere fois une construction anormale a I'extrémité du bras long du
chromosome X dans le caryotype cytogénétique de plusieurs membres d'une méme famille atteints de

retard mental (Lubs, 1969) (Figure 4).

-, Nw " R’ ou

%
[ 4":.’.‘ ,‘;\‘ 11 .;;gz. i ac u w8 u

\‘W,.::;‘g 66 a4 & wow o«

.

I 5T A4 A
‘ > aaapte ae ,,ul-)s et a,. 5569
\) ' Figure 4 : Caryotypes cytogénétiques de patients FXS.

Notons la présence d’excroissances anormales, appelées
«marqueurs X » (entourées en rouge), au bout des bras longs
adapté de Penagarikano et al. 2007  du chromosome X. Les chromosomes sont ici en métaphase.




w0

Cette «excroissance » anormale fut dés lors identifiée comme liée a une zone de cassure
chromosomique, située dans un site fragile du chromosome X qui fut nommé FRAXA, pour Fragilité du
chromosome X (le dernier A de l'initiale indiquant que ce site de fragilité était le premier décrit sur ce
chromosome) (Berger et al., 1985).

Par conséquent, le syndrome de Martin et Bell fut désormais désigné Syndrome de I'X fragile
(Richards and Sutherland, 1994). Le site de fragilité associé a ce syndrome fut situé dans le locus Xq27.3
(Harrison et al,, 1983), et des études par hybridations encadrant ce site permirent d’identifier une
séquence anormalement méthylée chez les patients (Heitz et al., 1991; Oberlé et al., 1991). C'esten 1991
qu’'un geéne élongué chez les patients et coincidant avec le site fragile du chromosome X fut identifié
(Verkerk et al,, 1991). 1l est maintenant établi que ce géne est a lui seul responsable du syndrome

de I'X fragile : le géne FMR1.

1.3.1 Le géne FMR1

Le gene FMRI1 estlocalisé dans le bras long du chromosome X, situé dans le locus Xq27.3. Sa longueur
totale est de 38 kb, et il se compose de 17 exons (Eichler etal.,, 1993) (Figure 5). Le premier exon du gene
FMR1 est caractérisé par la présence de la répétition d’un triplet de nucléotides CGG dans sa partie 5’
UTR. Cette répétition est polymorphique, sa taille variant entre 6 et 44 unités chez des individus sains
(Fu et al., 1991; Ciaccio et al,, 2017). De plus, le géne possede un ilot CpG en amont de sa partie codante

(Figure 5).
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Figure 5 : Représentation schématique du gene FMR1.

Notons la présence d'une séquence constituée de la répétition de triplets CGG dans le premier exon.

En orange : domaines protéiques codés a partir des séquences génétiques indiquées. ATG : séquence
d’initiation de la transcription; SLN : signal de localisation nucléaire ; SEN : signal de d’exportation
nucléaire ; HK: domaine d’homologie a la riboprotéine nucléaire K; RGG : motif Arginine-Glycine-
Glycine ; CpG : Cytosine-poly-Guanine.

Chez I'humain, en condition physiologique, le gene FMR1 s’exprime dans certains tissus
spécifiques au cours du développement de 'organisme (Lim et al., 2005). Durant le développement

embryonnaire, le tube neural montre de forts niveaux de transcrits du gene FMRI dés 21 jours (Lim et




al,, 2005). Cette expression perdure et s’intensifie pour étre présente dans toutes les régions cérébrales
de I'embryon de 4 semaines (Abitbol et al.,, 1993; Agulhon et al.,, 1999). On la retrouve en particulier dans
les cellules en prolifération et en migration, majoritairement des cellules neuronales, chez des feetus de
9 et 25 semaines (Abitbol et al.,, 1993). En particulier, le foetus de 25 semaines exprime de nombreux
transcrits du gene FMRI dans ces neurones en prolifération de I'hippocampe, du noyau basal
magnocellulaire, du néocortex, du striatum, du thalamus et du cervelet (Abitbol et al., 1993). D’autre part,
des structures non cérébrales, telles que I'ceil, le cartilage et les gonades expriment le géne FMR1 (Abitbol
etal, 1993). Tout comme pour les stades embryonnaire et feetal, les stades post-nataux connaissent une
expression du gene dans des tissus neuronaux et non neuronaux. En effet, chez I'adulte, des niveaux
élevés de transcrits ont été constatés dans le cerveau, les testicules, les ovaires, le thymus, I'cesophage et
la rate. Dans le systéeme nerveux central, on trouve une forte expression de FMR1 notamment dans

les bulbes olfactifs, 'hippocampe et le cervelet (Bakker et al., 2000).

1.3.2 La protéine FMRP

Lors de sa transcription, le gene FMR1 peut étre épissé dans 5 régions pour encoder 12 isoformes
protéiques entre 67 et 80kDa, connus collectivement sous le nom de FMRP (Devys et al., 1993; Siomi et
al,, 1993; Verkerk et al,, 1993). Les différents isoformes n’ont pas montré de région de prédominance
parmi les structures d’expression du gene FMR]1, et participent tous a la mise en place de l'information
génétique de FMR1 (Verkerk et al,, 1993). La séquence de FMRP présente des motifs révélateurs de
sa fonction cellulaire. Tout d’abord, un signal de localisation nucléaire (SLN) ainsi qu’'un signal
d’exportation nucléaire (SEN) renseignent sur l'activité de navette que la protéine FMRP réalise dans la
cellule (Eberhart et al, 1996; Feng et al, 1997) (Figures 5 et 6). FMRP est localisée de maniere
prédominante dans le cytoplasme mais elle est présente également dans le noyau des cellules qui
I'expriment (Feng et al., 1997). De plus, FMRP possede un domaine de liaison a I’ARN dans sa région N
terminale (Adinolfi et al., 2003), 2 domaines d’homologie a la riboprotéine nucléaire K (HK) assurant une
forte interaction avec les structures « kissing complex » des ARN (Darnell et al., 2005), ainsi qu'un motif
Arginine-Glycine-Glycine (RGG) lui permettant la fixation d’'une structure G-quartet de ’ARN (Darnell et
al,, 2001; DeMarco et al.,, 2019) (Figures 5 et 6). Par conséquent, de par sa composition, sa structure et
ses multiples localisations, FMRP est une protéine fortement impliquée dans le cycle de vie de
nombreux ARN, de leur épissage et maturation jusqu’a leur trafic et traduction, tout en assurant
leur stabilité (Penagarikano et al., 2007; Fernandez et al, 2013). Sa localisation nucléaire et
cytoplasmique ainsi que ses domaines de liaisons a ’ARN lui permettent d’assurer le role de navette pour
prendre en charge les transcrits et assurer leur transport jusqu’a leur site de traduction (Eberhart et al.,
1996). FMRP cible de maniére sélective un ensemble d’ARN. La liste des candidats est trés longue, mais
a I'heure actuelle seules quelques protéines ont été clairement identifiées comme étant régulées dans
leur expression par la protéine FMRP (Davis and Broadie, 2017). Cependant, cette derniére a un enclin

tout particulier pour la régulation des ARN messagers codant pour des protéines synaptiques, bien que




cette régulation ne soit pas localisée exclusivement au niveau de la synapse (Wang et al., 2016; Zhao et
al,, 2017). Des études estiment que FMRP se lie ainsi avec environ 4% des ARN messagers cérébraux,
soit environ 840 ARNm, y compris ses propres ARNm (Ashley et al., 1993b; Bagni and Greenough, 2005;
Darnell et al.,, 2011), ce qui fait d’elle une protéine clé du développement et de la maturation cérébrale.

FMRP s’associe également aux polyribosomes de maniere RNA dépendante via des ensembles de
ribonucléoprotéines. En particulier, ces complexes contiennent les protéines FXR1P et FXR2P, 2
homologues de FMRP montrant une tres forte similarité dans leurs domaines fonctionnels (SLN, SEN, HK,
RGG). FMRP interagit également avec d’autres protéines nucléaires et cytoplasmiques (notées NUFIP,
CYFIP1 et CYFIP2), directement ou au sein de complexes protéiques (Fernandez et al., 2013) (Figure 6).
De plus, FMRP subit des modifications post-traductionnelles, et en particulier la phosphorylation de son
résidu sérine 499 qui déclenche la phosphorylation des résidus environnants. Cette phosphorylation joue
un réle dans I'activité de la protéine FMRP, puisque la déphosphorylation de la protéine FMRP augmente
I'ubiquitination de cette derniére, et la fait donc tendre vers sa dégradation (Hou et al., 2006; Nalavadi et
al,, 2012). Cependant, cette modification n’a pas pour objectif de modifier les ARN avec lesquels elle
interagit. Elle régule I'activité de FMRP : la forme phosphorylée se lie aux polyribosomes inactifs, tandis
que la forme déphosphorylée est liée aux polyribosomes en pleine activité de traduction (Ceman et al.,
2003). Ainsi, FMRP est impliqué dans les mécanismes méme de traduction, comme l'atteste sa
présence dans les polyribosomes et son influence sur leur activité, dépendante de I'état de
phosphorylation de FMRP. Plus récemment, des recherches appuient d’avantage le réle de suppression
de la traduction que joue FMRP sur de nombreux ARN. La protéine inhibe la traduction de nombreux
ARNm de par son réle de régulateur de traduction (Brown et al.,, 2001; Muddashetty et al., 2007), seule
ou en agissant de concert avec d’autres protéines liant 'ARN (Sofola et al., 2008; Yu et al, 2012).
Typiquement, FMRP et son état de phosphorylation sont impliqués dans le mécanisme de régulation
qu’exercent le complexe RISC et les miARN, mécanisme impliqué entre autres dans la régulation de la
traduction de PSD95 (Muddashetty et al., 2011; DeMarco et al,, 2019).

La protéine FMRP est fortement exprimée dans les neurones, ainsi que dans les cellules gliales,
ou elle module la synthése de protéines. En particulier, FMRP participe a la plasticité structurale et
fonctionnelle des synapses. En effet, FMRP joue un réle déterminant dans la localisation de la traduction
de protéines structurantes, telles que, la cofilline 1 (Feuge et al., 2019). De maniere plus indirecte, FMRP
gére la disponibilité des ARN messagers de génes tels que MAPP1B, Racl, Arc, PAK, intervenant dans la
modulation du cytosquelette microtubulaire et actinique (Darnell et al., 2001; Zhang et al., 2001; Antar
et al, 2006; Chen et al., 2010; Bongmba et al., 2011; Martinez and Tejada-Simon, 2018). De plus, FMRP
régule les ARNm de nombreuses protéines impliquées dans la fonction et la plasticité synaptique, telles
que PSD95, des sous-unités des récepteurs AMPA et des sous-unités de canaux ioniques dépendants du
voltage (Bear et al., 2004; Muddashetty et al., 2007; Zalfa et al., 2007; Gross et al,, 2011; Lee et al,, 2011).
Ainsi, la protéine FMRP est impliquée dans I'établissement de nombreux aspects synaptiques via
larégulation de la traduction d’'une proportion importante d ARNm nécessaires a ces mécanismes

(Darnell and Richter, 2012) (Figure 6).
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Figure 6 : Représentation schématique de la protéine FMRP, de ses principaux domaines et de
leurs fonctions.

L’action de la protéine FMRP passe principalement par ses interactions avec les protéines impliquées dans
la traduction (au milieu) et les ARNm (en bas). Les ARNs cibles principaux sont notés en rouge foncé (en
bas). NLS: signal de localisation nucléaire; NES: signal d’exportation nucléaire; KH:domaine
d’homologie a la riboprotéine nucléaire K ; RGG : motif Arginine-Glycine-Glycine.

Récemment, il a été démontré que le domaine N-terminal de la protéine FMRP comporte 2 motifs
Agenet (Tudor) qui peuvent servir de plateforme pour une interaction protéine-protéine (Fernandez et
al,, 2013; Myrick et al,, 2015b, 2015a). Ces interactions N-terminales peuvent réguler de maniere directe
les propriétés des protéines de canaux ioniques. En particulier, FMRP module l'activité du canal
potassique BK (en anglais Big Potassium) en interagissant avec sa sous-unité 34 (Deng et al., 2013). Les
canaux BK étant dépendants du voltage et des ions Ca?*, ils influencent I'excitabilité neuronale en
controlant la durée du potentiel d’action et le potentiel post-hyperpolarisation lors d’impulsions
prolongées. Ils jouent donc un réle important dans I'émission de neurotransmetteurs et la capacité du
neurone a générer des influx nerveux de haute fréquence (Contractor et al,, 2015). Par conséquent,
I'action directe de FMRP sur ces canaux ioniques régule I’excitabilité des neurones, notamment au niveau
cortical et hippocampique (Deng et al., 2013; Myrick et al, 2015a). Ce type d’action est également
remarqué dans d’autres zones cérébrales, telles que le tronc cérébral et les bulbes olfactifs, par
interaction du domaine N-terminal de la protéine FMRP avec le canal potassique dépendant du sodium
Slack (Brown et al., 2010). Ce canal joue un réle majeur dans l'excitabilité neuronale en régulant
I'adaptation aux impulsions durant une activité soutenue et en instaurant des potentiels d’action avec
une haute fréquence temporelle. Il est intéressant de souligner que les mécanismes impliquant les canaux

Slack sont fortement présents dans les processus sensoriels (Kim et al., 2013).




Le domaine C-terminal de FMRP, quant a lui, interagit directement avec les canaux calciques
dépendant du voltage (Ferron et al., 2014). Cependant, contrairement aux interactions avec les canaux
Slack et BK, le role de FMRP ici n’est pas d’agir sur l‘activité du canal mais de réguler leur expression de
surface au niveau présynaptique (Ferron et al., 2014).

Enfin, I'expression de FMRP est elle-méme modulée par I'activité synaptique. D’'une maniére
générale, En effet, 'activation des récepteurs synaptiques métabotropiques du glutamate mGluR1 et
mGluRS5 stimule la synthése de FMRP dans les synapses (Weiler et al.,, 1997; Gabel et al., 2004; Wang et
al, 2012). Cette expression synaptique de FMRP est régulée de maniéere tres dynamique lors des
phénomenes de dépression sur le long terme (LTD, en anglais Long Term Depression), avec une forte
augmentation du niveau de FMRP en réponse a une stimulation des récepteurs mGluR suivi une
diminution rapide pour retourner a un niveau basal de FMRP dans la synapse. La dégradation rapide de
FMRP semble donc nécessaire pour permettre la traduction des ARN dont elle inhibe la traduction afin
de consolider la LTD (Hou et al., 2006). De plus la stimulation des récepteurs mGIluR augmente le
transport des granules contenant FMRP vers les dendrites (Antar et al.,, 2004). Le pic d’expression de
FMRP coincide donc avec les périodes critiques d’affinement synaptique, et ainsi FMRP permet la
distribution et la libération des ARNm pour leur traduction en fonction de I'activité synaptique (Lu etal,,
2004; Singh et al,, 2007; Tessier and Broadie, 2012). Par conséquent, FMRP apparait étre un parfait
capteur d’activité cellulaire, capable de réguler la traduction d’'un groupe de protéines spécialisées
déterminantes dans la stabilisation et la modification synaptique pendant le développement cérébral.

En résumé, FMRP peut influencer I'excitabilité neuronale par une myriade de mécanismes :
en régulant la traduction d’'un large éventail de protéines qui modulent, indirectement,
I'excitabilité neuronale, et en interagissant directement avec tout un ensemble de canaux

ioniques afin d’adapter I'excitabilité cellulaire.

1.3.3 De la mutation a la maladie

Lorsqu’une mutation amplifie la répétition du triplet CGG, '’expression du gene est perturbée.
Les alleles avec 45 a 54 répétitions sont définis comme intermédiaires, ou encore en « zone grise » (GZ,
en anglais Grey Zone) (Monaghan et al., 2013) (Figure 7A). Les individus porteurs de tels alléles ne
présentent pas le phénotype clinique du syndrome de I'X fragile, mais peuvent présenter des
neuropathies périphériques, de 'ataxie, des troubles de I'humeur (anxiété, dépression), et des troubles
cliniques similaires a ceux des patients atteints de Parkinsonisme (bradykinésie, rigidités, troubles
mnésiques) (Debrey et al.,, 2016). Si la répétition s’amplifie et demeure inférieure a 200 unités, 'individu
est en situation dite de prémutation (Figure 7A). C’est le cas de femmes dites « porteuses », et d’hommes
dits « transmetteurs normaux », chez qui le gene FMRI1 s’exprime toujours pour produire la protéine
FMRP. Cependant, il est intéressant de remarquer que les individus prémutés présentent une
augmentation de leur transcription du géne de FMR1, avec des niveaux d’ARN messagers 5 a 10 fois plus

élevés comparés aux individus sains (Tassone et al., 2000), mais que contre toute attente leur niveau de




protéine FMRP est diminué (Figure 7A). De plus, ce phénomeéne est d’autant plus marqué que la
répétition des triplets CGG est importante au sein de 'allele prémuté (Tassone et al., 2000; Ludwig et al.,
2014) (Figure 7B). Ceci met en évidence une anomalie de l'efficacité de traduction des ARN messagers
produits par FMR1 en cas de prémutation.

L’hypothése la plus vraisemblable pour expliquer ce phénomeéne suggere que l'activité
transcriptionnelle du gene FMRI est augmentée pour compenser une diminution de la quantité de
protéine FMRP, suivant un mécanisme de rétro-action négative. Ce mécanisme serait alors une réponse
cellulaire a la diminution de production de FMRP (Tassone and Hagerman, 2003). Ce déréglement de
I'activité transcriptionnelle de FMR1 pourrait étre a I'origine des troubles cliniques observés parmi les
porteurs de prémutation. Ces derniers sont, en particulier, sujet au développement de problémes
neurologiques au cours de leur vieillissement. Connu sous le nom de FXTAS (en anglais Fragile X-
associated Tremor/Ataxia Syndrome), ce phénotype neurodégénératif inclut des tremblements non
intentionnels, une ataxie cérébelleuse, ainsi qu'une atrophie cérébrale globale, du parkinsonisme, et un
déclin cognitif (Hagerman, 2013) (Figure 7A). A ce jour, deux explications sont avancées pour décrire
'origine moléculaire de ce trouble spécifique des porteurs d’'une prémutation du gene FMR1. D’une part,
les ARN messagers FMR1 surproduits induisent une toxicité de par leur gain de fonction (Jacquemont et
al, 2003). D’autre part, la transcription est initiée dans la séquence de répétition des triplets CGG et
engendre la formation de peptides toxiques poly-glyciniques, notés FMRpolyG. Des accumulations de tels
peptides ont été retrouvées dans des cellules cérébrales de patients prémutés (Sellier et al., 2017; Derbis
et al, 2018). En outre, les femmes porteuses de la prémutation sont 20 fois plus touchées par
I'insuffisance ovarienne précoce que la population globale (Penagarikano et al., 2007). Désormais
dénommé FXPOI (en anglais Fragile X-associated Premature Ovarian Insufficiency), ce dysfonctionnement
de la reproduction est la premiere cause d’infertilité ovarienne précoce héritée. 20% des femmes
porteuses de la prémutation du gene FMRI expriment ce trouble (Allingham-Hawkins et al., 1999)
(Figure 7A). Tout comme pour le FXTAS, ce trouble spécifique des porteurs d’'une prémutation du géne
FMRI1 est associé a une toxicité du gain de fonction des ARN messagers FMR1 surproduits (Jacquemont
etal, 2003; Mila et al., 2016) ainsi qu’a la production d’'une protéine toxique FMRpG (Sellier et al., 2017;
Derbis et al.,, 2018) (Figure 7A).

Si la répétition se voit amplifiée et dépasse les 200 triplets de nucléotides, le stade dit de mutation
complete est atteint, et le porteur d’une telle mutation se trouve en situation pathologique : il est atteint
du syndrome de I'X fragile (Pieretti et al.,, 1991) (Figure 7A). Cette élongation anormale du géne FMR1
engendre une hyperméthylation des ilots CpG, du promoteur en amont de la partie codante du gene et
des triplets CGG (Pieretti et al., 1991; Verheij et al.,, 1993) (Figure 7A). L’hyperméthylation inhibe la
fixation des facteurs de transcription, et induit une condensation de la chromatine qui bloque la fixation
de la machinerie transcriptionnelle (Penagarikano et al., 2007). De maniere directe et indirecte, ces deux
phénomenes rendent impossible la transcription du géne, et causent la mise en silence du géne FMR1
(Figure 7A). Le syndrome de I'X fragile est ainsi causé par I'absence d’expression du géne FMR1,

ce qui engendre une absence de protéine FMRP (Figure 7A). Ainsi, le trop grand nombre de




répétitions du triplet CGG et I'hyperméthylation du géne FMR1 sont les causes biologiques du
syndrome de I'’X fragile. Cette configuration génétique est confirmée chez les patients diagnostiqués, et
demeure la situation décrite classiquement pour expliquer l'origine des symptomes constatés.

Pour étre tout a fait précis, il convient de tenir compte de récentes avancées dans I'étude génétique
des patients atteints du syndrome de I'X fragile, modulant quelque peu cette affirmation rigide. En effet,
il a été montré que 12 a 41% des hommes diagnostiqués X fragile sont en réalité des individus mosaiques
dans leurs alléles du géne FMRI tout en présentant les mémes caractéristiques et le méme panel de
symptomes que les autres patients (Nolin et al., 1994). Ce mosaisme concerne le nombre de répétitions
de triplets CGG, puisque les cellules contiennent des répétitions CGG de tailles différentes, et/ou I'état
méthylé ou non de cette répétition. La situation la plus courante est une mosaique composée de cellules
avec un allele prémuté et 'autre complétement muté mais non méthylé, avec des cellules porteuses des
deux alleles complétement mutés et méthylés. Ainsi ces individus connaissent une expression minimale
de transcrits du géne FMRI1, composée d’ARNm élongués, mais pas de traduction en protéine FMRP.
Baker et associés ont démontré que ces patients présentent des traits autistiques plus forts que les
patients complétement mutés, sans connaitre d’aggravation de leur déficience intellectuelle (Baker et al.,
2019). Ceci met en évidence un role toxique des ARNm transcrits a partir d'un géne FMRI anormalement
élongué. Ce phénomene de mosaicisme chez les patients diagnostiqués X fragile explique I'hétérogénéité
de pénétrance du phénotype observée sur le plan de la déficience intellectuelle et des troubles du spectre
autistique (Baker et al., 2019). Enfin, 2 cas de patients présentant le phénotype clinique du syndrome de
I'’X fragile de maniere trés prononcée mais sans présenter ni élongation ni hyperméthylation du gene
FMR]1, ont été identifiés lors de ces 30 derniéres années (De Boulle et al., 1993; Myrick et al,, 2014). Ces
2 patients présentent chacun une mutation ponctuelle dans la séquence du gene FMR1, conduisant a la
substitution d’'un acide aminé dans la chaine peptidique de la protéine FMRP et altérant sa fonctionnalité
(De Boulle et al., 1993; Myrick et al., 2014). Ces 2 exemples démontrent qu'une altération de la protéine
FMRP peut suffire a engendrer un phénotype clinique de type syndrome de I'X fragile.

Quoi qu’il en soit, I'origine moléculaire du syndrome de I'X fragile demeure I'absence de

protéine FMRP, due a une mutation importante du géne FMR1.
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(A) Différences de phénotype
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dans la séquence du géne FMR1. FXTAS :
Fragile  X-associated Tremor/Ataxia
Syndrome; FXPOl: Fragile X-associated
Premature Ovarian Insufficiency.

(B) Niveau d’expression de FMRP en
fonction du nombre de répétitions de
triplet CGG dans la séquence du géne
Fmr1. Ici, 'expression est étudiée chez la
souris. Notons la diminution de l'intensité
de I'expression de FMRP (en gris-noir) avec
I'augmentation du nombre de répétitions
du triplet CGG dans la séquence du géne
Fmrl.




1.4 La transmission du syndrome de I'X fragile

La mutation a I'origine de ce syndrome étant située sur le chromosome sexuel X, la pathologie
concerne majoritairement les garcons. En effet, un garcon (XY) aura une expression nulle du géne
FMR1 dés lors qu'il posséde un chromosome porteur de la mutation complete, tandis qu’une fille (XX)
sera en situation pathologique si ses deux chromosomes X sont porteurs de la mutation. La probabilité
qu'une fille soit porteuse des 2 alleles mutées sur ses chromosomes X, et présente 'ensemble des
symptomes de la pathologie, est extrémement faible (possible uniquement si les deux parents sont
porteurs de I'allele muté). Ceci explique la différence de prévalence du FXS selon le sexe. En revanche,
une femme peut étre hétérozygote pour 'allele muté et le transmettre a sa descendance. On parle alors
de femme conductrice. Ainsi, un individu porteur de l'allele muté (garcon malade ou fille
conductrice) peut en avoir hérité de I'un de ses parents.

De plus, les alléles élongués sont instables. Les alléles en zone grise peuvent voir leur nombre de
répétitions augmenté et atteindre une situation de prémutation, mais ne rentre jamais en conditions de
mutation compléte, lors de la transmission a la génération suivante (Nolin et al.,, 2011). En revanche, les
alléles prémutés peuvent subir une expansion de leur répétition jusqu’a atteindre une situation
de mutation compléte lors de la transmission a la génération suivante. Le risque est particuliérement
accru chez la femme, qui présente une forte chance de transformer sa prémutation en mutation complete
lors de 'ovogénese (Fu et al.,, 1991; Nolin et al,, 2015). De plus, le risque d’expansion vers la mutation
compléte augmente avec la taille de la répétition, et atteint les 100% dés lors que la répétition est
supérieure a 90 unités (Fu et al., 1991; Nolin et al,, 2015). En revanche, un homme prémuté transmettra
plus probablement sa prémutation a ses filles, saines (Fu et al,, 1991; Nolin et al., 2015). Ainsi, un parent
prémuté pourra donner naissance, lui aussi, a un enfant porteur de la mutation complete. Ce phénomeéne
explique la survenue d'un individu porteur de la mutation compléte dans la lignée d’'une famille ne
présentant pas la pathologie, et propose une hypothese au paradoxe de Sherman (1985), qui avait
observé que le risque de présence d'un phénotype chez un individu d’'une famille avec un patient FXS est

dépendant de la position de l'individu dans le pedigree de la famille (Sherman et al., 1985).

1.5 Comment le syndrome de I'X fragile est-il diagnostiqué ?

Le retard dans I'apparition du langage chez un enfant est généralement la premiére cause qui pousse
des parents a consulter le corps médical. Les enfants atteints du syndrome de I'X fragile ne présentent
pas tous de caractéristiques physiques trahissant la pathologie. C’'est pourquoi un test de détection du
syndrome de I'’X fragile est pratiqué pour tous les enfants présentant un retard développemental, un
retard mental ou des comportements de type autistiques, bien que cela ne s’avére étre juste que dans 1
a 2% des cas (Rauch et al,, 2006). Une liste des critéres phénotypiques destinée a identifier les patients
potentiellement atteints du syndrome de I'X fragile a été établie afin d’orienter les médecins dans leur

recherche de diagnostique face a un patient avec un retard de développement non diagnostiqué (Maes et




al, 2000). Ce choix d’orientation est également étayé par la présence dans la famille du patient de
membres présentant eux méme des troubles de I'apprentissages, un retard mental, des désordres des
mouvements, ou une insuffisance ovarienne précoce. Un questionnaire sur I'histoire familiale doit alors
étre réalisé afin de notifier ce genre de phénotypes qui accroit la suspicion de mutation du gene FMR1
dans la famille (Garber et al., 2008).

A la suite de quoi, si le syndrome de I’X fragile est une piste envisageable pour expliquer les
troubles décelés chez le patient, une investigation moléculaire est réalisée pour confirmer ou
infirmer le diagnostic médical. Les premiers diagnostics du syndrome de I'’X fragile étaient basés sur
I'analyse cytogénétique afin de déterminer la présence de site de fragilité muté sur les chromosomes X
(FRAXA) dans les lymphocytes sanguins. Cette technique présentait néanmoins nombre d’inconvénients,
a commencer par son caractére chronophage et sa difficulté d’interprétation, nécessitant des
compétences techniques trés spécifiques (Garber et al., 2008). Ces limitations ont tenté d’étre surpassées
par la mise au point d’hybridations in situ avec sondes a ADN spécifiques afin de détecter les FRAXA. Mais
les analyses cytogénétiques ont par la suite été remplacées par des investigations de 'ADN du sang
périphérique par technique de Southern blot, aprés digestion par endonucléases de restriction. Cette
technique permettait de détecter tous les alléles du gene FMRI, normaux, prémutés et completement
mutés, et de déterminer I'état de méthylation de la région promotrice. Mais elle restait néanmoins longue
aréaliser et relativement couteuse (Garber etal., 2008). La méthode la plus utilisée des lors, et considérée
comme le gold standard dans le diagnostic moléculaire du syndrome de I'X fragile, alliait 'analyse par
Southern blot et une PCR (initiales) standard, basée sur I'amplification directe de la répétition CGG en
utilisant des sondes encadrant cette répétition. Il devenait alors rapide et de maniére suffisamment
sensible de détecter les répétitions de taille normales et prémutées dans le gene FMRI. Cependant, elle
ne pouvait révéler que les alleles dont la répétition n’excédait pas 300 unités et échouait dans
l'identification des expansions plus conséquentes (Garber et al.,, 2008). Ces limitations ont conduit a
I'élaboration d’'une PCR triplement primée permettant d’amplifier simultanément de I'allele FMR1 en
entier et la séquence de triplets CGG dans la méme réaction de PCR (Lyon et al,, 2010). Le niveau de
méthylation des triplets CGG peut étre analysé grace a l'utilisation de kits Methylation-Sensitive Long-
Range PCR (Garber et al., 2008).

Le diagnostic moléculaire du syndrome de I'X fragile est habituellement réalisé apres la
naissance, mais il est également possible de réaliser des tests pré-nataux. Ceux-ci reposent sur
I'analyse de I'’ADN prélevé soit dans les villosités choriales soit dans I'amniocyte de 'embryon (Garber et
al,, 2008). Ce test est proposé lorsque la famille présente un historique de troubles associés au syndrome
de I'’X fragile, notamment en raison du risque d’expansion des alleles prémutés en mutation compléte
d’une génération sur l'autre. Le dépistage des nouveau-nés a été proposé mais sa mise en application
suscite la controverse (Godler et al., 2014; Famula et al., 2015). En effet le bénéfice réel de réaliser des
tests n’est pas au rendez-vous, puisqu’a I’heure actuelle il n’existe pas de thérapie pour traiter les
enfants atteints, et les traitements mis en place sont particulier a chaque patient en fonction des

symptomes diagnostiqués.




Partie 2 : Un modeéle pour étudier le Syndrome de I’X Fragile : la souris

Fmrl KO

L’étude des phénotypes causés par la mise en silence du géne FMRI ne pouvant étre intégralement
réalisée sur 'humain, la compréhension de la physiopathologie du syndrome de I'X fragile nécessitait la
création de modeles biologiques animaux qui mimeraient de maniere robuste la pathologie. Le gene
FMR1 étant hautement conservé entre les especes (Verkerk et al., 1991), plusieurs animaux
knock-out (KO) pour ce gene purent étre génétiquement créés afin d’étudier les impacts de
I’absence de la protéine FMRP. Historiquement, I'animal de choix pour créer un modéle animal était la
souris. Le modele murin fut le premier créé et validé, 'homologue murin de FMR1 montrant 97%
d’homologie avec le géne humain (Ashley et al., 1993a). A la suite de la création du modéle murin, un
modele de drosophile fut mis au point. Chez cet animal, la protéine homologue de FMRP, notée FMR1,
posséde une séquence peptidique trés conservée par rapport a celle de 'humain (Wan et al.,, 2000) ainsi
qu'une action de liaison a 'ARN (Darnell et al, 2005). Ce modele dFmrl KO a été validé par ses
caractéristiques cellulaires, comportementales et cognitives comparables au phénotype du syndrome de
I'’X fragile (Rais et al,, 2018). Plus récemment, un modele a été mis au point chez le poisson zébre
(zebrafish), en tant que modele vertébré complémentaire pour 1'étude de la physiopathologie du
syndrome de I'X fragile. La protéine FMRP de cette espece montre 72% d’homologie avec la protéine
humaine, et est fortement exprimée dans les régions cérébrales (van 't Padje et al.,, 2005). Enfin, un autre
modeéle a été créé chez le rongeur : le rat Fmrl KO permet de modéliser des processus cognitifs et du
comportement social plus complexes que chez la souris Fmr1 KO (Hamilton et al., 2014). Quoi qu’il en
soit, le modele le plus couramment utilisé pour I'étude de la physiopathologie du syndrome de I'’X
fragile demeure la souris Fmr1 KO. Cette souris est le modéle ayant été le plus caractérisé sur de

nombreux aspects, et est a ce jour le modele le plus validé phénotypiquement.

2.1 De la mise au point a la validation par le Dutch-Belgian Fragile X
Consortium

L’homologue murin de FMRI montre 97% d’homologie avec le géne humain (Verkerk et al., 1991;
Ashley et al., 1993a). De plus, il a été montré que le schéma d’expression des ARN messagers de FMRI et
de la protéine FMRP est similaire dans de nombreux tissus humain et murins (Abitbol et al., 1993; Devys
et al,, 1993). La souris semblait donc tout indiquée pour créer un modéle animal du syndrome de I'X
fragile, qui mimerait de maniere optimale la physiopathologie de cette maladie. La premiere souris
mutante pour le géne Fmr1 fut créée au début des années 90’ par une recombinaison homologue réalisée
via un vecteur plasmidique dans des cellules souches embryonnaires de la lignée germinale de souris
(Consorthium et al., 1994). La construction portée par ce vecteur contenait le 5¢me exon du gene Fmrl

additionné de la séquence du géne de résistance a la néomycine (neo) au sein de sa séquence codante




(Figure 8). Aprés injection dans des blastocystes, puis implantation dans des femelles de souche
C57BL/6] pseudo-gestantes, les males issus des portées sont croisés avec des femelles C57BL/6]
sauvages (WT, en anglais Wild Type) pour créer des femelles C57BL/6] porteuses de la mutation dans le
chromosome X de leurs cellules germinales, et capables de la transmettre a leur descendance aprés
croisement avec des males C57BL/6] WT : des males hémizygotes pour la construction Fmri-neo.
Chez ces males, I'augmentation de la taille de leur unique alléle du gene Fmrl conduit a une
impossibilité de la transcription de ce géne. Ainsi, ils n’expriment ni transcrit du gene Fmr1 ni
protéine FMRP, comme vérifié dans leurs testicules, cerveau, reins et foie (Consorthium et al.,

1994) : ce sont les premiers animaux knock-out pour le géne Fmr1, désignés par la suite Fmr1 KO.
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Figure 8 : Représentation schématique de la construction génétique portée par la souris Fmr1 KO.

La cassette neomycine (neo) allonge la séquence génétique d’environ 1,8 kb.

Les croisements suivants entre des femelles C57BL/6] hétérozygotes pour la construction et des
males C57BL/6] WT n’ont pas présenté de probleme de reproduction (Consorthium et al., 1994). Les
animaux porteurs de la construction étaient parfaitement fertiles, et les portées obtenues présentaient
des tailles similaires a celles obtenues lors de croisements de souris C57BL/6] WT. De plus, les animaux
obtenus étaient parfaitement viables, les plus vieux ayant dépassé les 250 jours de vie (Consorthium et
al.,, 1994).

Il s’agissait alors de caractériser les males Fmr1 KO afin de valider la présence du phénotype connu
chez 'humain. A I’échelle macroscopique, les organes étudiés (reins, foie, cceur, rate) ne présentaient pas
de différence pondérale entre les animaux Fmr1 KO et les animaux WT a 'age adulte (Consorthium et al,,
1994). La macroorchidie a pu étre simplement évaluée par pesée des testicules de ces animaux. Ceux-ci
présentent effectivement une élévation significative du poids testiculaire de 'ordre de 20 a 30%, quel
que soit1’age de la mesure choisie, en comparaison des animaux C57BL/6] WT (Consorthium et al., 1994).
ATéchelle tissulaire, les organes n’ont présenté aucune différence dans leur structure cellulaire globale
entre les animaux Fmr1 KO et les animaux WT. De plus, les testicules des males Fmr1 KO ainsi que les
ovaires des femelles hétérozygotes n’ont montré aucune différence structurale avec ceux des animaux
WT lors de leur étude microscopique (Consorthium et al.,, 1994). Le cerveau des males hémizygotes,

quant a lui, ne présente aucune différence structurale macroscopique et microscopique. Les cortex




frontal, temporal et occipital, le striatum, le corps calleux, I'hippocampe, les ventricules, le plexus
choroides, I'hypothalamus, le cervelet et le tronc cérébral de ces animaux se sont révélés identiques dans
leur structure globale et agencement cellulaire a ceux des animaux WT (Consorthium et al., 1994). Etant
connus pour exprimer de maniere importante le gene Fmr1, 'hippocampe et le cervelet ont fait 'objet
d’'une attention toute particuliére, et leurs examens approfondis n’ont révélé aucune anomalie de leur
architecture chez les animaux mutés. Ces caractéristiques anatomiques sont cohérentes avec les
premiéres observations post mortem réalisées sur des cerveaux et organes de patients.

Les premiéres observations comportementales des males Fmr1 KO ont montré une augmentation
de l'activité locomotrice lors de différents tests d’exploration libre (Consorthium et al., 1994). Ce
phénotype murin est cohérent avec le comportement hyperactif constaté chez les patients atteints du
syndrome de I'X fragile. De plus, I'laugmentation de I’exploration d’'un environnement peut illustrer un
probléme d’apprentissage et de la mémoire immédiate : I'animal a besoin de plus de répétitions pour
mémoriser I'environnement exploré. Ce constat est confirmé par les performances obtenues lors d’'un
test de mémorisation spatiale, le labyrinthe aquatique de Morris (ou piscine de Morris). Brievement, lors
d’'une premiére phase, les animaux immergés dans une piscine mémorisent 'emplacement d'une
plateforme sur laquelle ils peuvent se hisser pour échapper aux eaux a I'aide d’indices spatiaux disposés
dans la piece. La répétition de cette phase permet la mémorisation de I'emplacement de la plateforme.
Apres plusieurs répétitions, les souris Fmrl KO ont mémorisé ou se situe la plateforme, et la rejoigne
aussi rapidement que les animaux contréles (Consorthium et al,, 1994). Cependant, si a la suite de cet
apprentissage 'emplacement de la plateforme est modifié, les souris Fmr1 KO montrent des difficultés a
s'adapter et a apprendre la nouvelle localisation de la plateforme (Consorthium et al, 1994).
L’observation des souris montre que ces résultats ne sont pas dus a un déficit de motivation, ou au niveau
moteur. Les souris Fmr1 KO peuvent donc apprendre, apres de nombreuses répétitions, et réutiliser cette
connaissance dans une situation identique. Elles éprouvent cependant des difficultés a apprendre une
nouvelle situation (Consorthium et al,, 1994). Ce constat est parfaitement cohérent avec le phénotype
clinique observé chez les patients atteints du syndrome de I'’X fragile. Comme décrit précédemment, ces
derniers éprouvent des difficultés a s’extraire d'une tache familiére pour aller vers une nouvelle situation
et s’y adapter, avec une certaine obsession a persévérer dans la premiere tache.

Fort de ces observations anatomiques et comportementales montrant une belle cohérence entre le
phénotype murin Fmr1 KO et le phénotype clinique décrit chez les patients atteints du syndrome de I'X
fragile, ce modele animal a été validé par le Consortium Belgo-Hollandais sur I'’X Fragile (Consorthium et
al, 1994). Le modele Fmr1l KO est valide pour apporter une connaissance approfondie des
fonctions du géne Fmr1 et de la physiopathologie du syndrome de I’X fragile (Consorthium et al.,
1994).

Sauf mention contraire, dans la suite de la présente étude, I'ensemble des résultats

concernera le modéle murin Fmri KO.




2.2 Le phénotype comportemental de la souris Fmr1 KO

Depuis la validation du modele murin Fmr1 KO par le consortium du fragile X, I'étude du
phénotype comportemental de ce modele s’est poursuivie afin d’enrichir la connaissance des
altérations macroscopiques associées a I'absence de la protéine FMRP. Le syndrome de I'X fragile
étant une pathologie de la sphere neuropsychiatrique engendrant des troubles cognitifs et de type
autistique, les études comportementales du modele Fmr1 KO se sont en particulier attachées a décrire
les caractéristiques de ces anomalies. Avant toute chose, il convient de souligner que la tres grande
majorité des investigations comportementales a été réalisée avec des souris adultes, c’est-a-dire dgées
de 3 a 6 mois, de souche C57BL/6. Afin de cartographier de maniere concise le phénotype
comportemental de la souris Fmr1 KO, les résultats détaillés ici se concentreront uniquement sur

des souris males de souche C57BL/6.

2.2.1 Evaluation des capacités cognitives

Caractériser les capacités intellectuelles d'une souris n’est pas une tache facile a accomplir. Le
syndrome de I’X fragile étant une maladie de déficience mentale, il a pourtant fallu étre en mesure
d’explorer ces capacités afin de caractériser le modéle et pouvoir constater d’éventuels effets
bénéfiques de traitements et de stratégies thérapeutiques. En accord avec le phénotype clinique humain,
les compétences cognitives sont étudiées ici en évaluant les capacités d’apprentissage et de
mémorisation des animaux testés. Les tests mis en place utilisent des instincts naturels de la souris.
Par exemple la propension naturelle a I'exploration d'un espace inconnu (utilisée dans le labyrinthe en
Y) ou d’'un objet inconnu (exploitée dans le test de reconnaissance d'un nouvel objet), la mémorisation
de la configuration spatiale d'un espace (employée dans le test de la piscine de Morris) ou d’'une
succession d’événements (utilisée dans les tests de conditionnement par la peur et d’évitement passif).

Dans la situation ou les souris testées sont confrontées a un espace inconnu et un espace familier,
dans le test du labyrinthe en Y, les souris sauvages (WT) vont naturellement explorer plus longtemps un
espace inconnu au détriment d'un espace déja familier (environ 60% du temps dédié a I'exploration)
(Hébertetal., 2014). Or les souris Fmr1 KO ne passent pas plus de temps a explorer I’espace inconnu que
I'espace familier (environ 40% du temps d’exploration), indiquant qu’elles n’ont pas distingué un
environnement pourtant déja exploré d’'un environnement nouveau (Bilousova et al., 2009; Hébert et al.,
2014) (Figure 9A). La reconnaissance spatiale des souris Fmr1 KO est donc altérée. Ainsi, les souris Fmr1
KO présentent des difficultés de mémoire spatiale. De maniere similaire, dans la situation ou les souris
se voient présenter deux objets dont un est familier et 'autre est inconnu, la souris sauvage explore
davantage I'objet inconnu, indiquant qu’elle reconnait 1'objet familier (Bhattacharya etal., 2012; King and
Jope, 2013; Costa et al,, 2018) (Figure 9B). Dans une telle situation, les souris Fmr1 KO explorent de

maniere identique les deux objets, illustrant le déficit de mémorisation de la lignée Fmrl KO




(Bhattacharya et al,, 2012; King and Jope, 2013; Costa et al., 2018) (Figure 9B). Ainsi, les souris Fmr1 KO
présentent des difficultés de mémoire visuelle.

Les tests de conditionnement par la peur et d’évitement passif exposent a plusieurs reprises la souris
aunléger stimulus désagréable en association avec un événement (signal sonore et franchissement d’'une
porte entre deux compartiments, respectivement), de maniére a lui faire apprendre I'enchainement
« événement puis stimulus » Lorsque I'événement se produit de nouveau, le comportement de la souris
indique si elle a mémorisé qu'un stimulus désagréable va se produire (Ding et al., 2014). Aprés un
conditionnement par la peur répété plusieurs fois, le test effectué a 24h montre que les souris WT ont
parfaitement mémorisé I'enchainement des événements en se figeant dés que le signal sonore retentit
(Hayashi etal., 2007; Ding et al., 2014) (Figure 9C). En revanche, les souris Fmr1 KO se figent 2 fois moins
que les souris WT pour les mémes conditions de test ce qui indique un défaut de mémorisation de ces
derniéres (Hayashi et al., 2007; Ding et al., 2014) (Figure 9C). Pour ce qui est de I'évitement passif, lors
du premier test qui suit la phase d’apprentissage les souris Fmr1 KO franchissent de nouveau la porte
entre les deux compartiments avec une latence 2 fois plus faible que celle des souris WT (Veeraragavan
et al, 2011; Ding et al,, 2014) (Figure 9D). Ainsi le comportement des souris Fmr1 KO indique qu’elles
n’ont pas mémorisé I'association des événements, ou en tout cas qu’elles ne sont pas capables de faire
appel a leurs souvenirs de maniéere efficace (Hayashi et al., 2007; Ding et al., 2014). Ce résultat conforte
les conclusions obtenues antérieurement, lors de la validation du modele Fmrl KO, avec le test de la
piscine de Morris dans sa phase de mémorisation et d’apprentissage, et reproduits par la suite (Kooy et
al,, 1996; D’Hooge et al., 1997) (Figure 9E). Ces observations étayent un peu plus le déficit cognitif des
souris Fmr1 KO, s’illustrant par des difficultés d’apprentissage, de mémorisation et de recrutement de
leurs souvenirs. De plus, modifier et adapté d’une information apprise est difficile chez la souris Fmr1
KO. Ceci est mis en évidence lorsque les souris sont confrontées a la version « reversal » du test de la
piscine de Morris, dans laquelle I'emplacement de la plateforme est changé, dans le but d’observer
I'apprentissage de ce nouvel emplacement par la souris testée. Par rapport aux souris sauvages, les souris
Fmr1 KO montrent un temps d’apprentissage plus long, car elles persévérent a aller dans la région de la
piscine la ou était située anciennement la plateforme (Consorthium et al., 1994; Kooy et al., 1996;
D’Hooge et al,, 1997; Bhattacharya et al., 2012) (Figure 9F). Ce résultat illustre les difficultés d’adaptation
des souris Fmr1 KO, qui persiste a répéter un comportement maitrisé. Ce comportement dénote lui aussi
un trouble cognitif. Ce manque de flexibilité mentale refléte un caractére obsessionnel qui peut étre
étudié par le test de I'enfouissement de billes, au cours duquel la souris est mise en présence de billes de
verre sur la litiére. Les souris sauvages ont une tendance naturelle a enfouir des billes, mais les souris
Fmr1 KO s’attachent a en enterrer davantage dans un méme laps de temps (Veeraragavan et al,, 2011;
Bhattacharya et al,, 2012; Costa et al., 2018) (Figure 9G). Les souris Fmr1 KO présentent ainsi un grand
caractere de persévérance. Le comportement de répétition et d’obsession des souris, proche de la
stéréotypie, s’illustre par 'augmentation du toilettage lorsqu’elles sont seules (Carreno-Munoz et al.,
2018; Costa et al., 2018) (Figure 10D), ou encore lors du test de 'open field, 1a souris étant libre de se

déplacer et d’exprimer les comportements qui lui viennent naturellement. Des mesures ont mis en




évidence que les souris Fmr1 KO montrent 25% de comportements répétitifs de plus que les souris WT

(Hayashi et al., 2007).
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Figure 9 : Résultats comportementaux issus de la littérature illustrant les troubles cognitifs de la
souris Fmr1 KO.

(A) Test du labyrinthe en Y. Préférence pour 'espace inconnu, exprimé en pourcentage du temps total
d’exploration. Adapté de Hébert et al. 2014.

(B) Test de reconnaissance du nouvel objet. Préférence pour chaque objet exprimé en pourcentage du
temps total d’exploration. Adapté de Bhattacharya et al. 2012.

(C) Test de conditionnement par la peur. « Freezing » correspondant au comportement illustrant que la
souris a mémorisé la succession « événement puis stimulus ». Adapté de Ding et al. 2014.

(D) Test d’évitement passif. La latence représentée ici est la durée écoulée avant que la souris ne
franchisse le seuil de la zone déclenchant le stimulus. Adapté de Ding et al. 2014.

(E) Test de la piscine de Morris. La latence représentée ici correspond au temps dont la souris a besoin
pour retrouver la plateforme, pendant la phase d’entrainement (apprentissage). Adapté de Kooy et al. 1996.

(F) Test « reversal » de la piscine de Morris. La latence représentée ici correspond au temps dont la
souris a besoin pour retrouver la plateforme, aprés une phase d’entrainement (apprentissage), lorsque la
plateforme est changée de localisation. Adapté de Kooy et al. 1996.

(G) Nombre de billes enterrées dans le test d’enterrement des billes. Adapté de Bhattacharya et al.
2012.

*p<0.05, **p<0.01, **p<0.001.




2.2.2 Evaluation des comportements sociaux

Au vu des anomalies des comportements de la sphére sociale clairement établies chez le
patient, il n’a pas été surprenant d’observer une altération des interactions sociales chez la souris
Fmr1 KO. Il est intéressant de noter que les souris Fmr1 KO ne présent pas de déficit de sociabilité, dans
le sens ou elles préférent visiter un partenaire social plutét qu’un objet, comme le font les souris WT
(Bhattacharya et al.,, 2012; Hébert et al.,, 2014) (Figure 10A). En revanche, en situation d’interaction
sociale directe avec une souris stimulus, les souris Fmrl KO s’investissent moins dans des
comportements d’affiliations, tels que les reniflements du nez, de la zone ano-génitale, du corps et le
toilettage du partenaire (Spencer et al,, 2011; Hébert et al., 2014) (Figure 10B). De plus, en présence d’'un
animal déja rencontré et d'un animal inconnu, une souris sauvage aura naturellement tendance a aller
vers la nouveauté sociale et a favoriser le contact avec un partenaire inconnu (Bhattacharya et al., 2012).
Dans une telle situation, les souris Fmrl KO ne passent pas plus de temps a rencontrer le nouveau
congénere, ce qui illustre un déficit de reconnaissance sociale (Bhattacharya et al., 2012; Hébert et al.,
2014) (Figure 10C).

En revanche, d’autres comportements indiquent une anxiété sociale latente chez les souris Fmr1 KO.
Ces dernieres passent en effet beaucoup plus de temps que les WT a faire leur toilette lorsqu’elles se
trouvent en présence d'un individu inconnu (McNaughton et al., 2008; Pietropaolo et al., 2011) (Figure
10D). Ceci traduit une augmentation de la nervosité lors d’'une interaction sociale plus importante chez
les souris Fmr1 KO que chez les souris WT (McNaughton et al., 2008). Le test du tube permet également
de mesurer I'anxiété sociale. Deux souris sont opposées dans un espace restreint afin d’évaluer la relation
de dominance et de dominé des individus (Spencer et al., 2005). Face aux souris sauvages, les souris Fmr1
KO ne remportent que 30% des confrontations (Spencer et al,, 2005; Goebel-Goody et al,, 2012). Ce
modeéle murin bat beaucoup plus en retraite que les souris contrdles, ce qui illustre une nouvelle fois
'anxiété sociale des souris Fmr1 KO qui montrent un retrait social prononcé (Figure 10E).

Enfin, un autre aspect comportemental caractéristique des troubles de type autistique est une
anomalie de la communication. Chez la souris, ce trait est étudié par l'analyse des vocalisations
ultrasoniques. Par rapport a leurs freres sauvages, les souriceaux Fmr1 KO réalisent plus de vocalisations
ultrasoniques lors de leur séparation de leur mére ou de leur fratrie (Spencer et al., 2011) (Figure 10F).

Ce comportement illustre une anomalie de la communication chez la souris Fmr1 KO.
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Figure 10 : Résultats comportementaux issus de la littérature illustrant les troubles du
comportement social de la souris Fmr1 KO.

(A) Test d’interaction sociale, illustrant la sociabilité de la souris.. Temps d’interaction avec I'objet et
avec le stimulus social lors de la phase de préférence sociale. Adapté de Bhattacharya et al. 2012

(B) Comportements d’affiliation effectués lors du test d’interaction sociale directe. Temps passé a
réaliser des comportements d’affiliation (reniflements du nez, de la zone ano-génitale, du corps et le
toilettage du partenaire) exprimé en pourcentage du temps total. Adapté de Spencer et al. 2010.

(C) Test d’interaction sociale, illustrant la reconnaissance sociale de la souris. Temps d’interaction
avec le partenaire connu et avec le partenaire inconnu lors de la phase de reconnaissance sociale. Adapté
de Bhattacharya et al. 2012.

(D)Temps passé en toilettage personnel lors du test de I'interaction sociale directe. Adapté de
Pietropaolo et al. 2011.

(E) Test du tube. Le graphique représente le pourcentage de confrontations remportées par chaque
génotype lors des rencontres WT vs Fmr1 KO. Adapté de Spencer et al. 2005.

(F) Ultravocalisations émises par les souriceaux lors de la séparation de la mere et de la fratrie.
Adapté de Spencer et al. 2001.

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.




2.2.3 Evaluation des comportements / troubles neuro-associés

D’autres caractéristiques comportementales faisant partie du corps de symptémes connus
chez les patients atteints du syndrome de I'X Fragile ont été investiguées chez la souris Fmr1 KO.
En particulier, le comportement anxieux a été décrit dans différentes situations. Le comportement de
I'animal dans un environnement naturellement anxiogene pour une souris (mis en place dans les tests
tels que l'open field, la croix surélevée, ou la chambre claire-obscure) renseigne sur I'état émotionnel
ressenti par cette derniere. Typiquement, le comportement enregistré dans un espace vide, dans lequel
la souris est libre de se déplacer sans contrainte ni obstacle (openfield) indique I'état émotionnel basal
de I'animal. Alors que les souris sauvages évitent instinctivement le centre de I’espace vide, zone a
découvert présentant une exposition maximale a un danger, pour préférer rester a proximité des parois
et dans les angles, les souris Fmr1 KO passent jusqu’a 2 fois plus de temps que les souris WT au centre de
I'espace vide (Hayashi et al., 2007; Spencer et al.,, 2011; Bhattacharya et al., 2012) (Figure 11A). De la
méme maniere, lors du test de la croix surélevée (EPM, en anglais Elevated Plus Maze), dans lequel les
souris sont libres de se déplacer dans des bras fermés et des bras ouverts placés en hauteur au-dessus
du sol, 'anxiété naturellement évoquée chez les souris sauvages par les espaces découverts et le vide les
fait instinctivement éviter les bras ouverts pour préférer les bras fermés (Goebel-Goody et al., 2012;
Hébert et al., 2014). Les souris Fmr1 KO passent, elles, presque 2 fois plus de temps dans les bras ouverts
que les souris sauvages. (Goebel-Goody et al., 2012; Hébert et al., 2014) (Figure 11B). A cela s’ajoute que
les souris Fmr1 KO s’aventurent jusqu’a 3 fois plus longtemps aux extrémités des bras ouverts, dans une
zone fortement a découvert et proche du vide représentant un risque maximal pour une souris (Hébert
et al,, 2014) (Figure 11C). Enfin, lors du test de la chambre claire-obscure, composé de 2 espaces vides
dont I'un est dans 'obscurité et I'autre est exposé a la lumiére, dans lequel la souris est libre de se
déplacer et de passer d’'un espace a I'autre par une petite ouverture, la souris sauvage passe plus de temps
dans la partie obscure et peu de temps dans la partie lumineuse, exposée au danger et anxiogéne (Goebel-
Goody et al., 2012) (Figure 11D). La souris Fmr1 KO effectue plus de transitions entre les zones et passe
jusqu’a 2 fois plus de temps dans la partie lumineuse que la souris WT (Spencer et al., 2011; Goebel-
Goody et al,, 2012), preuve supplémentaire de la plus faible anxiété face a un danger dont fait preuve
cette lignée murine. Le comportement montré par les souris Fmrl KO dans de telles situations
naturellement anxiogénes pour une souris sauvage indique une diminution de I'anxiété, ce qui peut
paraitre aller a 'encontre du phénotype clinique décrit chez le patient humain. Cependant, il convient de
préciser le sens que l'on attribue au terme « anxiété ». Ici, il conviendrait plutot de dire que les souris
Fmr1 KO semblent moins sensibles aux dangers et aux menaces de leurs environnements. Elles semblent
avoir moins conscience de I'environnement qui les entoure, et du potentiel qu’il engendre (précipice,
exposition face aux prédateurs). Que cela soit une anomalie dans la perception méme du danger ou dans
I'interprétation qu’en fait la souris, il en résulte un comportement moins anxieux dans le sens ot la souris
montre moins de réaction face a une situation instinctivement per¢ue comme dangereuse. En revanche,

d’autres comportements indiquent une anxiété latente chez les souris Fmrl KO, comme décrits




précédemment avec 'augmentation du toilettage chez ces souris, en situation sociale (McNaughton et al.,
2008; Pietropaolo et al., 2011) mais également une augmentation du toilettage lorsqu’elles sont seules
illustrant une nervosité due a un nouvel environnement (Carreno-Munoz et al., 2018; Costa et al., 2018)
(Figure 10D).

Par-dessus tout, le trait phénotypique le plus en adéquation avec le comportement du patient humain
atteint du Syndrome de I'’X fragile, et le plus décrit chez la souris Fmr1 KO, est le caractére hyperactif de
cette lignée murine. Ce comportement peut étre simplement visualisé par une mesure de la distance
parcourus par les souris lors des tests précédemment décrits, et dans lesquels les souris sont libres de se
déplacer, que cela soit le tres classique open-field (Hayashi et al.,, 2007; Spencer et al., 2011; Ding et al,,
2014; Carreno-Munoz et al., 2018), le test des trois chambres (Hébert et al., 2014), la croix surélevée
(Hébert et al, 2014) ou encore le test de la chambre claire-obscure (Goebel-Goody et al., 2012).
Typiquement, les souris Fmr1 KO parcourent des distances jusqu’a 50% plus élevées que celles mesurées
avec les souris WT pour ces divers tests (Figure 11E). L’hyperactivité s’observe aussi en comptant le
nombre de transitions que les souris effectuent entre différentes zones d’'un espace vide, par exemple
dans le test de la chambre claire-obscure. Dans ce test, les souris Fmrl KO effectuent environ 50% de
transitions de plus que les souris WT (Spencer et al,, 2011; Ding et al,, 2014) (Figure 11F).

Enfin, une étude a relevé une altération du cycle circadien chez les animaux Fmr1 KO, caractérisée
par des périodes circadiennes plus courtes et des alternances activité/repos plus fréquentes et diffuses

(Zhang et al., 2008).
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Figure 11 : Résultats comportementaux issus de la littérature illustrant les troubles neuro-associés
de la souris Fmr1 KO.

(A) Distance parcourue au centre de I'openfield. Distance parcourue par la souris exprimée en ratio de
la distance totale parcourue. Adapté de Spencer et al. 2010.

(B) Temps passé dans les bras ouverts du test de la croix surélevée. Temps passé dans les bras ouverts
exprimé en % du temps total. Adapté de Hébert et al. 2014.

(C) Temps passé dans les extrémités des bras ouverts du test de la croix surélevée. Temps passé dans
les extrémités des bras ouverts exprimé en pourcentage du temps total. Adapté de Hébert et al. 2014.

(D) Temps passé dans la zone claire dans le test de la chambre claire-obscure. Adapté de Goebel-Goody
etal 2012.

(E) Distance totale parcourue dans un openfield. Adapté de Spencer et al. 2010.

(F) Nombre de transition entre les zones claire et sombre dans le test de la chambre claire-obscure.
Adapté de Spencer et al. 2010.

*p<0.05.

Ainsi, le modeéle murin Fmr1 KO présente des anomalies de la cognition, du comportement
social et de la sphére neuropsychiatrique comparables a celles décrites dans le phénotype
clinique des patients atteints du syndrome de I’X fragile. Ajoutées aux anomalies physiques et

anatomiques étudiées lors de la validation de la création du modele, I'’ensemble dresse un tableau




cohérent avec I'’ensemble des caractéristiques phénotypiques composant le phénotype complexe

du syndrome de I'X fragile (Figure 12).
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Figure 12 : Association des principales altérations relevées chez le modéle Fmr1 KO aux
symptomes cliniques des patients atteints du syndrome de I'X fragile (FXS).

La validité du modele se confirme donc par sa construction génétique et de par sa cohérence
avec le phénotype clinique du syndrome de I'X fragile. L’étude du modele Fmr1 KO permettra
alors une exploration des mécanismes moléculaires, cellulaires et physiologiques régissant
différents organes en absence de la protéine FMRP, et par conséquent a I'origine des symptomes

cliniques du FXS.




Partie 3 : Le phénotype cérébral du Syndrome de I’X Fragile

Ainsi, comme décrit précédemment, le cerveau des individus atteints du Syndrome de I'’X Fragile est
normal en apparence, du moins a I'échelle d’'une inspection générale lors d’'une autopsie, ou lors de
neuroimagerie de routine. Certes, des variations de volume ont bien été constatées apres analyse fine
d’'imageries cérébrales, et mesures volumétriques de précision dans certaines régions cérébrales bien
précises. Mais les cerveaux ne présentent pas de désorganisation majeure, ou de déstructuration
prononcée visible a I’ceil nu (Hinton et al., 1991). L’analyse post-mortem de cerveaux de patients adultes
s’est révélée normale dans la structure globale des cerveaux, dans leurs poids et dans leur organisation
laminaire (Hinton et al,, 1991). La densité neuronale n’est pas affectée chez ces patients, indiquant
I'absence de phénomeéne induisant une perte neuronale ou un défaut de division cellulaire et de migration
neuronale (Hinton et al, 1991). Cependant, I'absence de la protéine FMRP engendre des troubles

cérébraux majeurs a de plus fines échelles.

3.1 Anomalies cérébrales fonctionnelles

Le fonctionnement cérébral des patients atteints du syndrome de I'X fragile a été analysé par IRM
fonctionnel lors de la réalisation de certaines taches, en particulier lors de taches impliquant des
fonctions exécutives. Le phénotype comportemental trés complexe des patients, conséquence de leur
déficience mentale et des troubles de type autistique, rend particuliérement difficile la réalisation
technique de telles études fonctionnelles. C’est pourquoi peu d’études de ce type ont été réalisées
avec succes. Cependant, certaines ont permis la mise en évidence des anomalies affectant diverses
zones cérébrales. Par exemple, lors de la réalisation d’'une tiche de mémorisation visuelle, un sujet sain
montre une augmentation de 'activité des régions frontales avec 'augmentation de la difficulté, tandis
qu’un individu atteint du FXS ne montre aucun changement d’activité entre les différentes intensités
(Kwon et al,, 2001). De la méme maniere, face a une tache analysant la réponse inhibitoire, les patients
connaissent une réduction significative de leur activation cérébrale, notamment dans leur cortex
préfrontal, par rapport a des individus sains. Cette étude met un peu plus en évidence la relation entre la
mutation du géne FMRI1 et les performances face a des taches exécutives. En outre, 'expression cérébrale
de FMR1 étant conséquente dans '’hippocampe et le cerveau basal antérieur, il n’a pas été surprenant
d’observer des dysfonctions fonctionnelles dans ces régions lors de la réalisation de taches de
mémorisation par des patients atteints du syndrome de I'X fragile (Greicius et al., 2004). De la méme
maniére que lors de 'étude neuroanatomique des patients atteints du syndrome de I'X fragile, les
activations cérébrales lors des taches sont une signature unique de la pathologie, ce qui les différencie
d’autres pathologie de la sphere neuropsychiatrique (Hoeft etal., 2007). En effet, les anomalies des zones
activées lors d'une tache exécutive ne sont pas identiques entre une cohorte de patients atteints du

syndrome de I'’X fragile et une cohorte de patients atteints de retard développemental (Hoeft et al., 2007).




Les quelques études de I'activité fonctionnelle cérébrale des patients atteints du syndrome de I'X
fragile montrent donc des anomalies propres a la pathologie, qui soulignent des activités

neuronales inadaptées face aux situations vécues par I'individu.

3.2 Phénotype cellulaire neuronal

Les signes cliniques montrés par les patients atteints du syndrome de I'X fragile, caractérisés
notamment par la déficience mentale et des comportements du spectre autistique, et I'implication de
FMRP dans la structure et la fonctionnalité synaptique, portent a penser que les plus importantes
conséquences de I'absence de la protéine FMRP se situent au niveau neuronal. A la suite de quoi une
anomalie neurologique subtile a été clairement identifiée a I'échelle microscopique : une anomalie
cérébrale des épines dendritiques dans le syndrome de I'X fragile.

Il faut savoir qu’'au cours du développement normal du cerveau, de nombreuses connexions
neuronales sont initiées. Visuellement, les dendrites des neurones montrent une forte densité de petites
excroissances membranaires, appelées épines dendritiques, qui portent a leur extrémité la synapse a
proprement parlé. Ces épines servent de sites de stockage synaptiques, supportent la transmission des
signaux électriques et augmentent le nombre de contacts possibles entre neurones. Ainsi, au cours de la
neurogénese fétale, les épines dendritiques sont formées en trés grand nombre. Par la suite, lors de la
phase de maturation, certaines synapses sont éliminées tandis que les autres sont stabilisées et
renforcées (LeVay et al,, 1980). Les mécanismes qui gérent cette sélection et cette maturation sont des
processus modulés par I'activité, qui mettent en compétition les synapses existantes (LeVay et al., 1980).
Les synapses sélectionnées pour étre renforcées connaissent alors une transition illustrée par un
changement de morphologie : les synapses petites et immatures, associées a des épines dendritiques
longues et fines, deviennent des synapses larges et matures, associées a des épines dendritiques courtes
et trapues (Greenough, 1984; Horner, 1993). Ainsi, la morphologie des épines dendritiques associées a
ces synapses révele I'état de maturité des dendrites et de leurs connexions synaptiques. Les épines
dendritiques immatures sont longues et fines, et sont couramment appelées filopodes. A l'inverse, les
épines dendritiques matures sont plus courtes et plus larges, ou sont plus courtes avec une excroissance
a leur extrémité, révélatrice d'une synapse étendue donc efficace. Ces morphologies sont appelées,
respectivement, « stubby » et « en forme de champignon » (en anglais mushroom-shaped) (He and
Portera-Cailliau, 2013) (Figure 13). Tant qu’elles demeurent au stade immature, les épines dendritiques
montrent des défaillances dans la transmission des signaux. La taille et la forme des épines dendritiques
sont des parameétres cruciaux de la fonction et de la connectivité neuronale. Concrétement, plus une épine
estlarge plus le terminal présynaptique qui lui est associé est gros, et plus les courants post-synaptiques
sont intenses (Kasai et al, 2010). De la méme maniere, des épines nouvellement formées seront

naturellement plus petites, et établiront des synapses plus faibles (Holtmaat et al., 2006).
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Figure 13 : Représentation schématique des changements morphologiques au cours de
la maturation dendritique, en conditions physiologiques.

Ainsi, les premieres autopsies réalisées sur des cerveaux de patients atteints du syndrome de I'X
fragile ont été les premiéres a s’intéresser aux épines dendritiques dans cette pathologie. Elles ont permis
de mettre en évidence une surabondance d’épines sur les dendrites des neurones pyramidaux des
couches corticales 3 et 5 (Rudelli et al,, 1985; Hinton et al., 1991; Wisniewski et al,, 1991; Irwin et al,,
2001). Ce phénomeéne indique une perturbation des mécanismes d’élagage des épines lors de la
maturation dendritique, qui tend, en condition physiologique, a supprimer les épines superflues a la
spécialisation du neurone. Par-dessus tout, cette observation va de concert avec une apparente
immaturité des épines dendritiques dans la pathologie observée lors de ces premiéres autopsies.
Initialement, c’est 'observation d’une forte fréquence d’épines a I'aspect anormalement long, fin et
tortueux sur les dendrites des cellules pyramidales des couches corticales 3 et 5 (Rudelli et al., 1985;
Hinton et al., 1991; Wisniewski et al., 1991) (Figure 14A), rappelant la morphologie décrite pendant le
développement cortical, qui a conduit pour la premiere fois a I'hypothése que le syndrome de I'’X fragile
pourrait étre causé par un échec de la maturation des épines dendritiques (Figures 14 A, B et D). Cette
hypothése s’inscrivait parfaitement dans un contexte ou ce type d’explication avait été proposé pour
d’autres pathologies de retard mental (Purpura, 1974). Ces études avaient de plus révélé une nette
diminution de la longueur des synapses offertes par les épines dendritiques, et par conséquent une
diminution de I'ordre de 35% de l'aire de contact synaptique dans les zones cérébrales étudiées (Rudelli
et al, 1985). La seule autre étude réalisée sur le cerveau de patients FXS afin d’étudier les épines
dendritiques de maniere quantitative releva, effectivement, une plus grande densité d’épines mais aussi
une plus grande proportion d’épines longues et d’aspect immature dans le cortex temporal et visuel
(Irwin et al,, 2001) (Figure 14B). L'un dans l'autre, I'ensemble des résultats de cette étude atteste
que non seulement le mécanisme d’élagage mais aussi les phénomeénes de maturation des épines
dendritiques sont altérés dans le Syndrome de I’X Fragile (Figure 14D). Les études menées sur le
patient atteint du syndrome de I’X fragile reportent donc une indéniable anomalie dans la formation des
épines dendritiques dans la pathologie.

Suite a ces observations, I’étude de ce phénotype a pu étre approfondie grace a l'utilisation du modele

murin Fmr1 KO. Les cortex de ces animaux a I’age adulte présentent effectivement des neurones




avec des épines en plus grande densité et anormalement longues, ainsi qu’'une prépondérance
des épines de type immature (Comery et al,, 1997; Nimchinsky et al., 2001; Irwin et al., 2002; Galvez
and Greenough, 2005; Restivo et al., 2005; Meredith et al., 2007; Liu et al,, 2011; Michalon et al., 2012;
Hébert et al., 2014) (Figure 14C). Cependant, bien que toutes les études ne rapportent pas une anomalie
dans la taille des épines dendritiques, selon la zone cérébrale observée, la majorité atteste d'une relative
immaturité des épines dendritiques en se basant sur des criteres morphologiques. En particulier, un trop
grand nombre d’excroissances immatures est décrit dans le cortex, mais aussi dans les neurones
pyramidaux et les cellules granulaires du gyrus denté de '’hippocampe, dans les neurones Purkinje du
cervelet et les cellules pyramidales de I'amygdale des souris Fmr1 KO (Koekkoek et al., 2005; Antar et al.,
2006; Grossman et al.,, 2006, 2010; Bilousova et al,, 2009; Qin et al., 2011). Il est intéressant de noter que
ce phénotype d'immaturité semble spécifique a certaines régions au sein des organes cérébraux. Par
exemple dans 'hippocampe, on le retrouve dans le CA1 mais pas dans le CA3 (Levenga et al., 2011), ce
qui est intéressant au regard des différents rdles que jouent ces zones dans les processus de

mémorisation et d’apprentissage (Guzowski et al., 2004).
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Figure 14 : Phénotype cellulaire neuronal caractéristique du syndrome de I'X fragile.

(A) Dessin composite d’'une dendrite corticale de patient FXS marquée par Golgi-staining. Adapté de
Hinton et al. 1991.

(B) Photographie de dendrites d’'un patient FXS (a2 gauche) et d’un individu sain (a droite). Barre
d’échelle : 5 pm. Neurones marqués grace au Golgi-staining. Adapté de Irwin et al. 2000.

(C) Photographie de dendrites d’'une souris contrdle (a gauche) et d’'une souris Fmr1 KO (a droite).
Adapté de Michalon et al. 2012.

(D) Représentation schématique des changements morphologiques au cours de la maturation
dendritique, en conditions FXS. L’augmentation de densité des épines dendritiques illustre un défaut
d’élagage, associé a une augmentation de la proportion des épines de morphologie immature révélant un
défaut du processus de maturation. Adapté de He et al., 2013.




Ainsi, le syndrome de I'’X fragile n’est pas une pathologie de 'anatomie cérébrale, mais bien
une pathologie de la synapse. Les aires cérébrales présentent un phénotype cellulaire
d’'immaturité neuronale, avec des dendrites présentant un aspect gréle caractérisé par
augmentation de la densité en épines et une plus grande proportion d’épines avec une

morphologie immature.

3.3 Phénotype moléculaire synaptique

La protéine FMRP est fortement exprimée dans les arbres et épines dendritiques, et se lie a de tres
nombreux ARNm localisés dans les dendrites, ou codant pour des protéines synaptiques. Cette donnée,
ajouté au phénotype d'immaturité des épines dendritiques neuronales en absence de la protéine FMRP,
conduit a postuler que le syndrome de I'X fragile est une pathologie de la plasticité synaptique.
L’absence d’FMRP engendre des anomalies dendritiques, causées par de nombreuses altérations

de mécanismes moléculaires localisés au niveau synaptique.

3.3.1 La mise en évidence de la perturbation de la voie glutamatergique

La plasticité synaptique est associée a des changements fonctionnels d’éléments pré- et post-
synaptiques des neurones, qui constituent des potentialisations (i.e. des renforcements) ou des
dépressions (i.e. des affaiblissements) des synapses. C’est pourquoi les premieres études des neurones
du modéle Fmrl KO se sont focalisées sur ces phénomeénes de potentialisation et de dépression, en
premier lieu dans I'hippocampe. Contre toute attente, ces études ont reporté une potentialisation a long
terme (LTP, en anglais long-term potentiation) des neurones hippocampiques comparable a celle
observée chez les animaux contrdles, et ce pour des mécanismes dépendants ou non de syntheses
protéiques (Godfraind et al., 1996; Paradee et al., 1999). De la méme maniere, la dépression a long terme
(LTD) a été décrite comme identique entre des animaux Fmr1 KO et des animaux controles (Godfraind et
al, 1996; Paradee et al., 1999). Cependant, la LTD étudiée ici est celle classiquement initiée par les
récepteurs ionotropiques au glutamate activés par le N-méthyl-D-aspartate, dits récepteurs NMDA. En
revanche, une nouvelle forme de LTD induite, elle, par I'activation des récepteurs métabotropiques au
glutamate du groupe 1 (Gpl mGluR) et dépendante de la synthése de protéines synaptiques est exacerbée
chez les animaux Fmrl KO (Huber et al, 2000, 2002). En effet, la stimulation des Gpl mGIuR post-
synaptiques dans les neurones hippocampiques engendre des modifications de la synapse, parmi
lesquelles on retrouve l'internalisation des récepteurs ionotropiques au glutamate NMDA et AMPA
(activés par le alpha-amino-3-hydroxy-5-méthylisoazol-4-propionate) et la dépression synaptique
(Huber et al., 2000; Snyder et al., 2001) (Figure 15). Ces phénoménes nécessitent tous la synthése de
protéines, consécutive a l'activation des mGluR. Par conséquent, I'activation des Gpl mGluR a de
nombreux impacts tant sur la structure que sur la fonction synaptique, résultats de la traduction de

nouvelles protéines (Merlin et al., 1998; Huber et al., 2000; Raymond et al., 2000; Naie and Manahan-




Vaughan, 2005). De plus, la stimulation des Gpl mGIuR conduit a I'augmentation de la traduction de la
protéine FMRP au niveau synaptique (Weiler et al., 1997). L’alliance de ces deux informations laisse a
penser que la LTD induite par les mGluR est due a un équilibre entre 2 mécanismes en opposition
fonctionnelle. D’'un c6té l'activation des Gpl mGluR stimule la synthese de FMRP et de protéines
synaptiques impliquées dans la stabilisation de la LTD. De 'autre c6té, la protéine FMRP joue son réle de
régulation de la traduction, et inhibe la traduction de ces protéines synaptiques afin de limiter et
maitriser la LTD. En résumé, en conditions physiologiques, la morphologie des épines dendritiques
est régulée de maniére antagoniste par FMRP et par les récepteurs Gpl mGluR (Figure 15). Ainsi,
en absence de la protéine FMRP, I'activation des récepteurs Gpl mGluR post-synaptiques engendre une
LTD anormalement exacerbée, caractérisée par une synthése de protéines synaptiques dérégulées et une
internalisation exagérée des récepteurs NMDA et AMPA (Figure 15). Ce phénomeéne peut expliquer le
retard de maturation synaptique ainsi que la morphologie anormalement allongée des épines
dendritiques (Bear et al., 2004). L’absence de la protéine FMRP déstabilise ainsi les mécanismes de

plasticité neuronale contrdlés par les voies glutamatergiques.
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Figure 15 : Représentation schématique (A) des mécanismes engendrés par I'activation des
récepteurs Gpl mGluR et (B) de leurs conséquences sur la plasticité synaptique (LTD).

En conditions physiologiques, les mécanismes résultant de 'activation des récepteurs Gpl mGluR sont
inhibés par la protéine FMRP. Ainsi, 'absence de cette protéine induit une LTD exacerbée en
conditions FXS, qui participe aux anomalies dendritiques. mGluR5 est un récepteur du groupe Gpl
mGluR. C’est sur ce récepteur que se porte la majorité des études dans le cas du FXS.

Ainsi, les voies excitatrices glutamatergiques sont altérées en absence de la protéine FMRP.
Les anomalies de ces voies participent a I’établissement du phénotype cellulaire cérébral

d’immaturité neuronale, en dérégulant des mécanismes impliqués dans la plasticité synaptique.




Les voies glutamatergiques excitatrices sont exacerbées en conditions de FXS, ce qui participe

indéniablement aux phénotypes d’hyperexcitabilité et d’hypersensibilité de la pathologie.

3.3.2 ’absence de FMRP induit également une perturbation de la voie GABAergique

L’acide gamma-aminobutyrique (GABA) estle neurotransmetteur inhibiteur le plus répandu dans
le systéme nerveux central humain. Son action est possible grace a deux types de récepteurs : les GABA,
ionotropiques, et les GABAgp, métabotropiques. Les GABAa ont une action rapide associée a la
dépolarisation du neurone post-synaptique, ce qui inhibe I'activité neuronale. Les récepteurs GABAs ont
une action similaire, mais plus lente car couplée a une protéine G agissant sur des canaux ioniques au
potassium (Telias, 2019). Les symptomes d’hyperactivité et d’hypersensibilité constatés dans le
syndrome de I'’X fragile ont mené a s’interroger sur une éventuelle réduction de I'inhibition
conduite par le GABA, soit pas une diminution de la quantité du neurotransmetteur méme, soit
par une diminution de ses récepteurs.

Premiérement, I'absence de protéine FMRP engendre une dérégulation des quantités cérébrales de
GABA. En effet, la souris Fmr1 KO montre une diminution significative de ses niveaux de GABA, confirmée
dans plusieurs régions cérébrales (Davidovic et al., 2011). Cette diminution est associée a une réduction
des quantités d’ARNm codant pour la glutamate décarboxylase Gad65, 'enzyme responsable de la
conversion du glutamate en GABA (D’Hulst et al., 2009). L’absence d’FMRP engendre donc un défaut
de production du neurotransmetteur inhibiteur GABA au niveau cérébral.

En outre, il a été effectivement démontré qu’en absence de la protéine FMRP plusieurs ARNm codant
pour des sous-unités des récepteurs GABAa sont diminués (D’Hulst and Kooy, 2007). Les mécanismes
expliquant cette diminution restent incompris, car la protéine FMRP est connue pour jouer un role de
régulation de la traduction, et non de I'expression d’un gene. A titre d’exemple, le cortex de la souris Fmr1
KO montre des diminutions de I'ordre de 35% a 50% pour les ARNm de 8 sous-unités majeures des
récepteurs GABAa (D’Hulst et al., 2006). L’expression des sous-unités de ce récepteur est alors diminuée
dans plusieurs régions cérébrales de la souris Fmr1 KO, en particulier dans I'hippocampe et I'amygdale
(D’Hulst et al,, 2006). Cette diminution est associée a une altération de la transmission synaptique
GABAergique, visible par une réduction des courants d’inhibition au niveau post-synaptique (Sabanov et
al, 2017; Zhang et al,, 2017). La diminution des récepteurs GABAa a été confirmée chez les patients
atteints du syndrome de I’X fragile qui présentent environ 10% de récepteurs visibles de moins que les
individus sains lors d’une cartographie cérébrale par PET scan (en anglais Positive Emission Tomography)
(D’Hulst et al., 2015).

De plus, une expression réduite des récepteurs GABAs a été démontrée dans le tronc cérébral des
souris Fmr1 KO (D’Hulst et al,, 2009). Lorsqu'’ils sont activés, ces récepteurs jouent un réle d’inhibition
de l'excitabilité neuronale en atténuant la sécrétion de glutamate. Ainsi, leur diminution leve cette
inhibition et peut expliquer I'hyperexcitabilité constatée au niveau cérébral en condition FXS (D’Hulst et

al,, 2009). Plus récemment, des études ont montré des diminutions spécifiques de certaines sous-unités




des récepteurs GABAp au niveau des terminaux présynaptiques en l'absence de protéine FMRP,
concourant a une augmentation de la libération synaptique de glutamate dans ’hippocampe des souris
Fmrl KO (Kang et al., 2017). Cette hypothése s’est vue confirmée chez le patient FXS, chez qui une
tendance a la diminution de certaines protéines constituant des sous-unités des récepteurs GABAg a été
observée sur des tissus post-mortem (Kang et al., 2017).

Il existe donc une altération de la voie GABAergique dans le syndrome de I'X fragile. Cette voie
inhibitrice majeure du systéme nerveux se voit affaiblie dans cette pathologie, ce qui participe

aux phénotypes d’hyperactivité et d’hyperexcitabilité globale constatés chez les patients.

Par conséquent, le syndrome de I'’X fragile se caractérise par une augmentation de la
puissance de I'excitabilité associée a un affaiblissement de I'inhibition neuronale. Ces deux
aspects se completent pour concourir aux phénotypes d’hyperexcitabilité, hyperactivité et
hypersensibilités constatées a différents niveaux dans la pathologie, et composent ce qu'il

convient d’appeler le déséquilibre de la balance excitation/inhibition du syndrome de I'X fragile.

3.3.3 Autres altérations en absence de la protéine FMRP

Une étude protéomique comparant les niveaux d’expression des protéines dans les synapses de
souris Fmrl KO et WT a révélé qu'une multitude de protéines associées a la structure et a la
morphogénese synaptiques, au transport des ARNm dendritiques et a la transmission synaptique est
dérégulée chez les souris Fmrl KO (Liao et al., 2008). Cette étude a généré une liste de 132 protéines
dérégulées au niveau synaptique chez la souris Fmrl KO (Liao et al., 2008). Sans étre exhaustif, des
catégories de protéines, basées sur leur fonction moléculaire, se dégagent plus particulierement.

L’absence de FMRP déstabilise les niveaux de nombreuses protéines pré-synaptiques (Liao et al.,
2008). Notamment, les synapses hippocampiques des souris Fmrl KO montrent une diminution de
I'ordre de 40% de béta-caténine, et une augmentation de synapsine et synaptotagmine de 'ordre de 25%
et 40% respectivement (Klemmer et al.,, 2011). Ces derniéres sont impliquées dans la régulation des
vésicules synaptiques et la formation de nouvelles connexions synaptiques. La perturbation de leur
niveaux d’expression peut ainsi expliquer la désorganisation pré-synaptique observée chez dans ces
mémes synapses hippocampiques de la souris Fmrl KO, caractérisée par une plus faible quantité de
vésicules organisées en cluster et une augmentation de la proportion de vésicules ancrées dans la
membrane (Klemmer et al, 2011). Ces anomalies pré-synaptiques indiquent une activité synaptique
réduite. De maniere similaire, I'absence de FMRP au niveau pré-synaptique induit une augmentation du
recyclage des vésicules et de 'augmentation du nombre de vésicules pré-synaptiques (Deng et al., 2011,
2013). Ces résultats montrent que la protéine FMRP régule lalibération de neurotransmetteurs au niveau
pré-synaptique. Les altérations vésiculaires observées en absence de la protéine FMRP sont associées a
la réduction de la dépression sur le court terme (STD, en anglais Short-Term Depression) observée dans

les neurones excitateurs de la souris Fmr1 KO, phénomeéne qui implique des mécanismes pré-synaptiques




(Dengetal., 2011). De plus, I'analyse protéiomique de cultures primaires de neurones de souris Fmr1 KO
a montré une diminution de I'ordre de 50% de I’expression de 'une des sous-unités du canal BKCa, la
protéine KCNMA1 (Liao et al., 2008). Par la suite, il a été démontré que les neurones hippocampiques
souffrent d'une diminution de leurs courants BK d’'une maniére dépendante de la traduction gérée par
FMRP (Deng et al,, 2013). A cela s’ajoute que FMRP interagit avec la sous-unité régulatrice du canal
potassique BK, dans une interaction protéine-protéine directe sans implication de la traduction d’ARNm
(Deng et al., 2013). L’absence de FMRP au niveau pré-synaptique engendre donc une dérégulation dans
le fonctionnement des canaux BK, impliqués dans la concentration neuronale en Ca2* et dans la libération
de neurotransmetteurs tels que le glutamate (Latorre and Brauchi, 2006; Salkoff et al., 2006). L’absence
de FMRP impacte la durée de leur potentiel d’action, la libération de neurotransmetteurs et la plasticité
a court terme induite par les canaux BK. Ces canaux étant impliqués dans certains troubles cognitifs et
comportementaux (Laumonnier et al., 2006; Higgins et al., 2008), ces informations fournissent une
nouvelle piste d’explication des phénotypes du FXS (Hébert et al., 2014).

En conditions physiologiques, la protéine FMRP interagit avec des ARNm et des protéines qui
impactent le cytosquelette, élément crucial de la forme des épines dendritiques. Par exemple, FMRP
interagit avec la protéine CYFIP et le complexe inhibe, entre autres, le remodelage actinique dépendant
de la protéine Rac (Castets et al,, 2005; Pfeiffer and Huber, 2009). Rac est une protéine participant aux
modifications du cytosquelette actinique. Ainsi, en absence de FMRP, le remodelage actinique est
augmenté dans les cellules, comme cela a été observé dans des fibroblastes de souris (Castets etal., 2005).
En particulier, au niveau post-synaptique, FMRP interagit avec ’ARNm de la protéine PSD95, localisée
au niveau de la synapse (Muddashetty et al., 2007; Zalfa et al., 2007). Cette protéine est la plus abondante
de la densité postsynaptique, et est considérée comme la protéine synaptique la plus importante pour
I'organisation de la synapse. La dérégulation de cette protéine est associée a une altération de la plasticité
synaptique, et au troubles autistiques (Tsai et al., 2012; Westmark, 2013). En absence de la protéine
FMRP, PSD95 est dérégulé au niveau cérébral, mais de maniere structure spécifique. En effet, par rapport
a des animaux WT, chez la souris Fmr1 KO, les quantités de PSD95 sont inchangées dans le cortex et le
cervelet (Zalfa et al., 2007), mais diminuées dans I’hippocampe (Zhu etal,, 2011) etaugmentées al’échelle
du cerveau tout entier (Rossignol et al., 2014). Ceci met en évidence des mécanismes complexes de
régulation de la traduction des ARNm de PSD95 par FMRP (Zhu et al,, 2011). Ces mécanismes peuvent
étre une association directe des ARNm de PSD95 par FMRP (Zalfa et al., 2007), mais aussi vial'association
ades molécules partenaires, telles que les miRNA-125 (Todd et al., 2003; Muddashetty etal., 2011). Enfin,
I'absence de FMRP diminue la dégradation des protéine PSD95 par la voie du protéasome (Tsai et al,,
2012). Quoi qu’il en soit, FMRP est fortement lié au niveau de PSD95 synaptique (Westmark, 2013). Ainsi,
I'absence de FMRP au niveau synaptique perturbe les niveaux de PSD95, ce qui joue un role incontestable
dans I'anomalie d'immaturité des épines dendritiques, en déstabilisant la structuré synaptique.

L’absence de la protéine FMRP impacte également I'’environnement des synapses. En particulier,
la métalloprotéinase matricielle 9 (MMP-9), dont les ARNm font partie des transcrits ciblés par FMRP,

voit son expression ainsi que son activité augmentées (Bilousova et al, 2009). Les MMP sont des




endopeptidases impliquées dans le remodelage tissulaire, tel que le clivage de composants de la matrice
extracellulaire. Au niveau cérébral, la MMP-9 participe a la plasticité synaptique (Ganguly et al., 2013;
Knapska et al., 2013). Or, il a été récemment démontré qu'une hyperactivation de la MMP-9 neuronale
peut engendrer une dégradation de 'environnement extracellulaire du neurone, ce qui peut avoir de

sérieuses conséquences sur le fonctionnement et la maturation des synapses (Reinhard et al.,, 2015).

Des études estiment que FMRP se lie ainsi avec environ 4% des ARN messagers cérébraux, soit
environ 840 ARNm, y compris ses propres ARNm (Ashley et al.,, 1993b; Bagni and Greenough, 2005;
Darnell et al,, 2011). De plus, de par ses nombreuses interactions et son implication dans des mécanismes
de régulation synaptiques, elle est une protéine clé de la plasticité et de la maturation dendritiques. C’est
pourquoi son absence impacte de nombreuses quantités protéiques associées a la plasticité
synaptique, mais aussi le bon déroulement de mécanismes de dépression et potentialisation

synaptique, menant a une déstabilisation du fonctionnement synaptique global.

3.4 Stratégies thérapeutiques

3.4.1 Théorie mGluR5

Les caractéristiques phénotypiques du syndrome de I'X fragile pouvant étre mis en paralléle de
conséquences de la suractivation des GpI mGluR donna naissance a la « théorie mGIuR du syndrome
de I’X fragile », prédisant que de nombreuses modalités phénotypiques de la pathologie peuvent étre
corrigées par une action de down-régulation des Gpl mGIuR (Bear et al.,, 2004). Cette théorie s’est révélée
exacte pour plusieurs caractéristiques phénotypiques exprimées par la souris Fmrl KO. En effet, un
croisement de cette lignée avec une lignée connaissant une diminution de 50% de I'expression des
récepteurs mGluR5 (souris hétérozygotes pour la mutation du géne Grm5) permet d’obtenir des animaux
Fmrl KO dont I'expression des récepteurs mGluR5 est génétiquement réduite a 50%. Ces derniers
retrouvent un phénotype proche de celui des animaux WT pour des modalités tant cognitives (densité
des épines dendritiques, plasticité de dominance oculaire) que syndromiques (sensibilité aux
convulsions audiogéniques, poids corporel, synthése protéique) (Dolen et al., 2007). Cette étude étaye de
maniere solide la these de roles régulateurs opposés entre FMRP et mGluR5.

Sur la base de cette théorie, des voies thérapeutiques composées d’antagonistes des récepteurs
mGIuR ont été imaginées. En particulier, les composés testés ciblent les récepteurs mGluR5. Parmi les
plus connus, citons le Mavoglurant, un antagoniste des récepteurs mGluR5 ayant montré une
restauration d’altérations dendritiques, synaptiques et comportementales chez la souris Fmrl KO
(Gantois et al., 2013; Zerbi et al., 2019), mais n’a pas montré d’améliorations chez les patients FXS (Bailey
etal, 2016; Berry-Kravis et al,, 2016). Un modulateur allostérique négatif (MAN) des récepteurs mGluR5
utilisé classiquement comme antidépresseur, le Basimglurant, fut également mené jusqu’en phase 2 d’'un

essai clinique, mais s’est révélé incapable d’améliorer les comportements des patients évalués par le test




ADAMS (Quiroz et al.,, 2016; Youssef et al., 2018). Le MPEP (2-Methyl-6-(phenylethynyl) pyridine), un
autre MAN des récepteurs mGluR5 a montré des résultats encourageants, restaurant plusieurs
phénotypes cellulaires et comportementaux chez la souris Fmr1 KO (Yan et al.,, 2005; Meredith et al,,
2011; Gandhi et al,, 2014). Le fenobam, MAN lui aussi des récepteurs mGluR5, s’est également montré
prometteur de par ces changements au niveau synaptique chez la souris Fmr1 KO (Wang et al., 2014)
mais a montré des effets déléteres chez les souris controles (Vinueza Veloz et al,, 2012). A ce jour, il
n’existe aucune solution thérapeutique répondant a la théorie mGluR ayant passé avec succes les

épreuves des essais cliniques.

3.4.2 Théorie GABAergique

Bien que la perturbation des voies GABAergiques dans le syndrome de I'X fragile n’ait pas été étudiée
de maniére expansive, ni chez le modeéle murin ni chez le patient, des essais cliniques ont été menés
avec divers composés pharmaceutiques destinés a augmenter I'activité induite par les récepteurs
au GABA. En effet, 'administration directe de GABA n’est pas envisageable, cette molécule ayant une
faible capacité de pénétration des tissus cérébraux (Castagnola et al., 2017). Une stratégie envisagée fut
d’augmenter l'activité des récepteurs GABAa (Braat and Kooy, 2015). Le Riluzole fut testé en essai
clinique mais ne s’est pas montré trés efficace dans I'amélioration des troubles cliniques de la majorité
des patients (Erickson et al., 2011). Pour pallier la diminution présynaptique des récepteurs GABAs, des
agonistes spécifiques de ces récepteurs ont été testés sur le modele murin du FXS. Le baclofen et la R-
baclofen ont montré, apres un traitement chronique, des effets positifs sur les déficits sociaux et sur les
comportements répétitifs chez ces souris (Silverman et al,, 2015). Cependant, il s’est révélé inefficace
dans I'amélioration de 'activité synaptique des neurones du modele Fmr1 KO, et 'essai clinique chez
I'humain n’a pas montré de résultats convaincants (Telias, 2019). L’Acamprosate, un activateur des
récepteurs GABAa et GABAB, a aussi permis d’améliorer certains phénotypes de la souris Fmrl KO
(Schaefer et al,, 2017). Enfin, citons le Galaxolone, un neurostéroide modulateur positif des récepteurs
GABAa avec des propriétés sédatives, anxiolytiques et anticonvulsives, qui a lui aussi ciblé plusieurs
phénotypes de la souris Fmrl KO (Braat et al, 2015). Cependant, les différentes approches
thérapeutiques ciblant la voie GABAergique n’ont pas fourni les améliorations cliniques

attendues lors des essais cliniques.

3.4.3 Autres stratégies thérapeutiques envisagées

La diminution des courants BKCa cérébraux chez la souris Fmr1 KO a fait de ces canaux une nouvelle
cible thérapeutique pour le FXS. Un molécule ouvreuse de canaux BK, le BMS-204352 a montré des
résultats encourageants tant en in vitro, en restaurant le phénotype d'immaturité des épines dendritiques
de cultures de neurones primaires de souris Fmr1 KO, qu’en in vivo, avec une diminution des anomalies

comportementales de ces animaux (Hébert et al., 2014).




Le niveau cérébral de MMP-9 a été normalisé avec succés grice a un antibiotique large spectre, la
Minocycline, chez la souris Fmrl KO (Bilousova et al., 2009). Suite a ce traitement, cette souris a
également montré une amélioration de son phénotype anxieux et de ses vocalisations ultrasonique
(Bilousova et al., 2009; Rotschafer et al., 2012). La Minocycline s’est vue efficace lors de 2 essais cliniques
chez’homme, mais la présence d’effets secondaires indésirables a remis en question I'utilisation de cette
molécule (Paribello et al., 2010; Leigh et al.,, 2013).

L’obésité étant I'un des symptomes montrés par la plupart des patients atteints du FXS, un
traitement anti-diabétique, la Metformine, a été administrée a des patients en obésité sévere, et a
montré une améioration de la cognition et du langage (Dy et al,, 2018). La Metformine s’est révélée étre
un traitement efficace chez le patient, et 'administration de cette molécule a montré des améliorations
de nombreux biomarqueurs in vitro et in vivo du FXS chez la souris Fmr1 KO (Gantois et al., 2017). De
plus, 'administration chronique de Metformine a des souris Fmr1 KO a permis une diminution du niveau
de MMP-9 dans le cerveau de ces souris (Gantois et al, 2017), ce qui souligne la pertinence de
I'implication de la MMP-9 dans la physiopathologie du FXS (Castagnola et al., 2017).

L’absence de FMRP a aussi un impact sur le fonctionnement du systéme endocannabinoide, un
systétme modulateur de divers aspects neuronaux tels que l'anxiété, la nociception mais aussi la
susceptibilité a I'épilepsie (Khan et al., 2016). Le Rimonabant, un antagoniste sélectif des récepteurs
cannabinoides 1, a montré une restauration de la plasticité synaptique dans 1‘hippocampe de souris Fmr1
KO et de leurs capacités d’apprentissage et de mémorisation (Gomis-Gonzalez et al., 2016). Les voies de
la sérotonine et de l'ocytocine ont également été ciblées a des fins thérapeutiques, suite aux
démonstrations que plusieurs acteurs de ces voies sont alétéres en conditions FXS (Castagnola et al,,
2017). Cest pourquoi des inhibiteurs sélectifs de la récupération de la sérotonine (Citalopram,
Escitalopram, Fluoxetine, Fluvoxamine, ...), ainsi qu'un bloqueur du co-transporteur au chlorure
impliqué dans la voie de 'ocytocine (Bumetanide) ont été testés sur la souris Fmr1 KO, et ont montré des
premiers résultats encourageants (Castagnola et al., 2017).

Pour finir, d’autres cibles thérapeutiques ont été envisagées pour de futurs traitements du
syndrome de I'X fragile. A titre d’exemples, citons la protéine précurseur de 'amyloide (APP, en anglais
Amyloid Precursor Protein), le facteur neurotrophique dérivé du cerveau (BDNF, en anglais Brain-derived
neurotrophic factor), et le récepteur NMDA proposés dans de récentes revues (Wei et al,, 2012; Castrén

and Castrén, 2014; Tian et al.,, 2015; Westmark et al., 2016; Castagnola et al., 2017).

A T'heure actuelle, aucune solution thérapeutique n’a été complétement approuvée. Les
molécules qui ont réussi a passer les phases précliniques ont échoué lors des phases cliniques, la plupart
du temps parce que leurs effets ne perduraient pas dans le temps ou « échappaient » avec des effets
secondaires déléteres. Il apparait donc clairement que l'architecture des futurs essais thérapeutiques
doit étre repensée, et inclure plus de précautions quant aux potentiels effets bénéfiques recherchés.
Derniérement, de nombreuses voix s’élévent, faisant le bilan des essais réalisés a ce jour et tirant des

conclusions des nombreux échecs, afin de conseiller sur les efforts a fournir pour les futures




investigations thérapeutiques (Jacquemont et al., 2014; Castagnola et al., 2017; Berry-Kravis et al., 2018).
Parmi les conseils les plus vivement recommandés, la connaissance plus approfondie des phénotypes est
un point majeur. Outre la description d’'un symptéme biologique, il convient de s’intéresser a son age
d’émergence et son évolution au cours du temps. De nouveaux biomarqueurs sont également recherchés,
de maniere a pouvoir suivre de maniere biologique et solide I'effet d'une thérapeutique ciblant un
élément en lien direct avec ce biomarqueur (Jacquemont et al., 2014; Berry-Kravis et al., 2018). D’une
maniére générale, 'accent doit étre mis sur les investigations précliniques, apportant des preuves solides
d’effets bénéfiques sur un modeéle animal, mais aussi des données reproductibles sur différentes espéces
(Berry-Kravis et al.,, 2018). Par conséquent, la connaissance de la pathologie ne doit plus se restreindre
uniquement au phénotype d’'immaturité neuronale et d’hyperexcitabilité cérébrale, mais doit étre
approfondie et élargie a d’autres aspects (Berry-Kravis et al., 2018). Ces nouveaux challenges demandent
alors une nouvelle approche stratégique tant d'un point de vue scientifique qu’organisationnelle : des
initiatives pour lier de maniére plus coopérative les instituts académiques, les industries, les associations
de patients et des investisseurs, commencent a émerger afin d’émettre des consignes de bonnes
pratiques, acquérir une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires mais aussi des effets des

thérapeutiques sur différents modeéles précliniques de la pathologie (Berry-Kravis et al., 2018).

Ainsi, les patients atteints du syndrome de I'X fragile ne présentent pas d’anomalie majeure
de leur morphologie cérébrale. Les quelques anomalies, localisées a certaines régions tres
spécifiques, ne sont pas le fruit direct de la pathologie, mais sont les conséquences des anomalies
cellulaires qui caractérisent le syndrome de I’X fragile. Cette pathologie n’est pas une pathologie
de I'anatomie cérébrale, mais bien une pathologie de la synapse causée par de nombreuses

anomalies moléculaires, conséquences de I’absence de la protéine FMRP.




Partie 4 : Le phénotype sensoriel du Syndrome de I’X Fragile

Une des originalités du phénotype clinique des patients atteints du syndrome de I'X fragile réside
dans la présence d’anomalies sensorielles parmi les symptémes. Le refus du contact tactile, par exemple,
tres marqué chez 80% des patients deés leur enfance, ou encore le refus du contact visuel, illustre
I'inconfort vécu par les patients face aux stimulations sensorielles (Hagerman et al, 1991). D’'une
maniére générale, I'intégralité des patients atteints du syndrome de I'X fragile montre une
sensibilité particuliére face aux stimuli sensoriels, qu’ils soient olfactifs, auditifs, visuels ou
tactiles (Miller et al., 1999). Ces anomalies représentent un des piliers de 'expression de la pathologie,
puisqu’elles affectent l'intégralité des patients. Certes, chaque patient montre des degrés divers
d’altérations pour chaque sens, mais la force phénotypique de ces perturbations, présentes chez tous les
patients, souligne toute lI'importance des altérations physiologiques, moléculaires et cellulaires a
'origine de ces anomalies. Ainsi, il est surprenant de constater que les traits sensoriels n’ont été que peu
étudiés dans cette pathologie, que cela soit chez le patient ou chez le(s) modéle(s) animal(aux) du
syndrome de I'X fragile.

La volonté réelle d’'investiguer les perturbations sensorielles est assez récente. Concrétement,
ce sont les nombreux échecs des essais thérapeutiques qui ont poussé a remettre en question les
connaissances sur la pathologie (Berry-Kravis et al, 2018). Les recherches s’étaient jusqu’alors
essentiellement concentrées sur la déficience mentale et sur les troubles de type autistique. Les échecs
ont montré que le phénotype de la maladie était mal maitrisé, et donc que les cibles thérapeutiques
n’étaient sans doute pas correctement adaptées. Il convenait donc de s’intéresser a un plus grand nombre
de symptomes de la pathologie, qui apporteraient de nouveaux éléments de compréhension de la
mécanistique du syndrome de I'’X fragile. L’hypersensibilité sensorielle étant présente chez I'intégralité
des patients, elle devenait alors une cible de choix pour de nouvelles pistes d’investigations du phénotype
du syndrome de I'X fragile. De plus, les sens présentent 'avantage de donner accés aux connaissances sur
le fonctionnement cérébral tout en utilisant des stimuli extérieurs. Enfin, chaque sens peut apporter des
informations complémentaires sur différents types de structures tissulaires, de cellules, de réseaux et

d’interactions moléculaires, et leur mode de fonctionnement avec et sans protéine FMRP.

4.1 ’audition

Des les premieres descriptions cliniques des patients atteints du syndrome de I'’X fragile, les études
fonctionnelles ont mis le doigt sur une anomalie des signaux auditifs chez ces patients. En premier lieu,
la réponse auditive du tronc cérébral (ABR, pour Auditory Brainstem Response) enregistrée chez des
patients atteints du FXS montre au premier abord un profil normal, avec les ondes I, I, III, IV, et V
attendues (Gillberg et al., 1986; Arinami et al., 1988) (Figure 16A). Cependant, la particularité du profil

FXS réside dans le progressif retard qui s’installe dans les ondes successives (Gillberg et al., 1986;




Arinami et al., 1988). En effet, la latence de 'onde I n’est pas différente entre les individus sains et les
patients, mais une différence commence a apparaitre pour l'onde III et devient significativement
importante pour 'onde V (Arinami et al., 1988) (Figure 16B). Ce phénoméne est di a un allongement
des latences interpics (IPL, en anglais InterPics Latency) chez les patients atteints du syndrome de I'X
fragile (Arinami et al., 1988). La prolongation de I'IPL I-V est principalement due a un allongement de
I'IPL III-V plutét que de I'IPL I-III (Arinami et al, 1988). Une hypothése avancée pour expliquer ce
phénomene fut la récurrence des otites que les patients subissent de maniére précoce (Hagerman et al.,
1987; Kidd et al., 2014), qui peut altérer le développement de la partie tronc cérébrale du systéme auditif
(Arinami et al., 1988). Cependant, I'allongement des IPLs est un phénoméne observé dans d’autres
maladies, telles que le syndrome de Guillain-Barré (Schiff et al.,, 1985) et la neuropathie héréditaire
motrice et sensitive de type I (Satya-Murti et al., 1979). En outre les ondes de ’ABR représentent des
activations successives des différentes structures périphériques et centrales de la voie auditive : 'onde I
est associée a la cochlée et au nerf auditif, 'onde II au noyau cochléaire, 'onde III au noyau olivaire
supérieur, 'onde IV au lemniscus latéral, et 'onde V au colliculus inférieur (Stockard et al., 1979). Ainsi,
I'allongement anormal des IPLs indique une conduction retardée dans le systéme nerveux des patients
FXS (Arinami et al,, 1988). Ce phénomeéne est donc un premier indice sur 'anomalie du traitement des
signaux auditifs chez les patients atteints du syndrome de I’X fragile. Par la suite, les recherches ont utilisé
des techniques de mesure du potentiel évoqué par un événement (ERP, en anglais Event-Related
Potential), qui permet d’évaluer les processus sensoriels (St Clair et al., 1987; Rojas et al,, 2001; Castrén
etal,, 2003; Van der Molen et al., 2012a, 2012b; Schneider et al., 2013). Les ERP refletent I'activité d'un
ensemble de neurones en réponse a des processus sensorio-cognitifs, et peuvent étre enregistrés par un
simple EEG réalisé sur le patient lorsque celui-ci est confronté a un stimulus sensoriel. Dans le cas de
I'audition, 'enregistrement de I'ERP est réalisé au niveau du cortex auditif. Quelques millisecondes apreés
un simple son, le cortex auditif connait une fluctuation de son activité électrique, dont les composantes
les plus visibles sont une premiére onde négative, appelée N1, puis d’'une onde positive notée P1 et une
seconde onde négative notée N2. L’'onde N1, apparaissant autour de 140 ms, refléte 'activité cérébrale
spontanée des neurones corticaux en réponse a un stimulus sonore. La mise en ceuvre d'une telle
technique sur les patients atteints du syndrome de I'X fragile confrontés a plusieurs sonorités a révélé
une amplitude de 'onde N1 anormalement élevée, ainsi qu'une habituation diminuée lors de la répétition
des stimuli sonores (Rojas et al.,, 2001; Castrén et al., 2003; Van der Molen et al., 2012a, 2012b; Ethridge
etal, 2016) (Figure 16C). En outre, des EEG réalisés au niveau du cortex auditif chez les patients FXS au
repos révelent que ceux-ci montrent une onde gamma plus puissante que des individus sains (Ethridge
etal, 2017; Wang et al., 2017a) (Figure 16D). L’onde gamma est classiquement associée a I’état de repos
qui permet une perception attentive des informations (Herrmann et al, 2016). Ce dernier résultat
indique que le cortex sensoriel chez les individus atteints du syndrome de I'X fragile connait un état au
repos constamment « bruyant », phénomeéne probablement lié a I'excitabilité neuronale augmentée par
la pathologie. De telles anomalies des processus régissant le fonctionnement du cortex auditif, qui

seraient mis en place dés les premiers stades du développement, pourraient contribuer a des déficits




fonctionnels de degrés supérieurs, notamment les troubles de la communication et le retard de langage

observé dans la pathologie (Barnes et al., 2009; Finestack et al., 2009).
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Figure 16 : Résultats issus de la littérature concernant le phénotype sensoriel auditif des
patients FXS.

(A) ABR enregistrés chez un individu sain (en haut) et un patient FXS (en bas). La fleche noire indique
le moment de I’émission du stimulus auditif. Adapté de Arimani et al. 1988.

(B) Latences des ondes des ABR enregistrés. Notons I'écart qui se creuse au fur et a mesure des ondes
entre les individus sains et les patients FXS. Adapté de Arimani et al. 1988.

(C) ERP enregistrés au niveau du cortex auditif lors de stimuli auditifs répétés. Les barres noires
indiquent la survenue d’un stimulus auditif. L’encadré orange correspond a la réponse a un stimulus. La
premiére réponse est appelée onde N1. Notons 'amplitude de N1 plus élevée chez les individus FXS que
chez les individus sains, et la faible diminution de cette amplitude, signe d’habituation, avec la répétition
des stimuli. Adapté de Ethridge et al. 2016.

(D) Représentation de la puissance des ondes gamma enregistrées par EEG chez des individus au
repos. Notons la puissance accrue de ces ondes chez les patients FXS. HC : individu sain (en anglais
Human Control). Adapté de Wang et al. 2017.




Les souris Fmr1 KO montrent, elles aussi, des comportements reflétant des anomalies du traitement
des signaux auditifs. En effet, les animaux ont un reflex de sursaut plus important que les animaux WT
lors de I’émission d’'un bruit sec de basse intensité (80dB), mais plus faible lorsque ce bruit est de forte
intensité (120dB) (Nielsen et al., 2002) (Figure 17A). De plus, les souris Fmr1 KO sont acoustiquement
hypersensibles, et plus enclines aux convulsions auditives, puisque chez ces animaux un stimulus auditif
puissant et prolongé (>100 dB) engendre une course désorganisée puis des convulsions tonico-
cloniques, qui peuvent mener a la mort de 'animal (Miller et al., 1999; Musumeci et al., 2000, 2007; Chen

and Toth, 2001) (Figure 17B). Ceci suggére une excitabilité accrue du systeme auditif en absence de la

protéine FMRP.
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Figure 17 : Résultats issus de la littérature concernant le phénotype sensoriel auditif des souris
Fmr1 KO.

(A) Réflexe de sursaut en réponse a un stimulus auditif chez les animaux WT (en blanc) et Fmr1
KO (en noir). Adapté de Nielsen et al. 2012. Notons l'inversion des supériorités avec 'augmentation du
volume auditif du stimulus.

(B) Comportement épileptique déclenché par de forts stimuli auditifs. Adapté de Chen et al. 2001.
Ici, le stimulus utilisé a une puissance de 115 dB. Test réalisé pendant 60 s. Les pourcentages de souris
ayant déclaré une crise d’épilepsie sont encadrés en orange. n : nombre d’individus.

*p<0.05, **p<0.01.

Ce phénotype peut s’expliquer par les anomalies électrophysiologiques précédemment décrites
chez le patient et confirmées chez la souris Fmr1 KO. En effet, des enregistrements d’EEG chez ces souris
ont révélé une augmentation de la puissance des ondes gamma en EEG basal (sans stimulation) (Figure
18A), a laquelle viennent s’ajouter des perturbations lors de stimulations auditives, notamment
augmentation de 'amplitude de 'onde N1 de I'ERP (Sinclair et al., 2017a, 2017b; Lovelace et al., 2018).
L’ensemble de ces anomalies fonctionnelles suggére qu’en absence de protéine FMRP, le cortex auditif
est maintenu dans un environnement bruyant méme a I'état de repos, et connait une hypersensibilité
lors de stimuli auditifs. Ces résultats sont cohérents avec les enregistrements réalisés chez les patients

atteints du syndrome de I'’X fragile (Arinami et al., 1988; Rojas et al., 2001; Castrén et al., 2003; Van der




Molen et al,, 2012a, 2012b; Ethridge et al., 2016). En revanche, les ABR enregistrées chez la souris Fmr1
KO ont montré d’autres altérations que celles observées chez le patient FXS. Tout d’abord, les pics I et 111
montrent une plus faible amplitude que ceux des animaux WT (Rotschafer et al., 2015) (Figure 18B). De
plus, ces pics montrent un gain plus faible avec 'augmentation de l'intensité du stimulus auditif
(Rotschafer et al., 2015). Ces anomalies des pics I et Il suggérent une anomalie de I'audition provenant
des régions périphériques du systéme auditif mais aussi du tronc cérébral auditif (Rotschafer et al,
2015). Cependant, I'étude menée sur les souris Fmrl KO n’a pas montré, dans les conditions
expérimentales mises en place ici, d’altérations concernant les latences des différents pics de ’ABR,
contrairement a ce qui avait été enregistré chez les patients FXS (Rotschafer et al,, 2015) (Figure 18B).
Cette absence d’effet sur la latence est attribuée a la taille tres réduite de la voie auditive chez la souris
ainsi qu’aux différences de traitement des signaux auditifs qui peuvent exister entre 'humain et le

rongeur (Rotschafer et al., 2015).
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Figure 18 : Résultats issus de la littérature concernant le phénotype électrophysiologique
auditif des souris Fmr1 KO.

(A) Ondes gamma enregistrés chez une souris contréles (en haut) et une souris Fmr1 KO (en bas),
ainsi que la puissance mesurée (a droite). Les tracés représentent I'onde gamma enregistrée pendant
1 s. Le graphique de droite représente la puissance des ondes enregistrées au repos chez les souris
testées. Les ondes gamma sont celles de haute fréquence, au-dela de 30 Hz. Adapté de Lovelace et al. 2018.

(B) ABR enregistrés chez une souris contréles (en noir) et une souris Fmr1 KO (en blanc). Les
données présentées ici représentent les amplitudes (en haut) et les latences (en bas) des ondes
principales enregistrées lors d'un ABR. Adapté de Rotschafer et Razak 2013.




D’un point de vue cellulaire, des enregistrements in-vivo réalisés dans le cortex auditif de la souris
Fmr1 KO ont montré que I'hypersensibilité auditive démontrée par les ERP est trés probablement due a
un traitement anormal des signaux au niveau cortical (Rotschafer and Razak, 2013). Tout d’abord, chaque
neurone du cortex auditif de la souris Fmr1 KO répond individuellement aux sons avec un plus grand
nombre de potentiels d’actions que chez la souris WT (Rotschafer and Razak, 2013; Wen etal,, 2019). Les
neurones émettent donc des potentiels d’action de maniére prolongée, bien apres la survenue du
stimulus auditif. De plus, le champ de réception des fréquences est plus vaste, ce qui signifie que le
nombre de neurones activés simultanément pour un seul son est plus grand, dans le cortex des souris
Fmr1 KO (Rotschafer and Razak, 2013). Enfin, le cortex de ces souris montre une habituation réduite a la
répétition des sons, illustrée par I'amplitude des réponses répétées qui demeure élevée, alors qu’elle
diminue avec les répétitions chez l'animal WT (Rotschafer and Razak, 2013). L’ensemble de ces
observations dresse le tableau du fonctionnement du cortex auditif en absence de la protéine FMRP et
I'’hypersensibilité auditive par un triplet de mécanismes: une augmentation du nombre de neurones
répondant a la stimulation auditive, chacun d’entre eux ayant une réponse anormalement élevée et une
faible habituation a la répétition des stimuli auditifs (Rotschafer and Razak, 2013). Ces anomalies de
traitements des signaux auditifs peuvent étre constitutives a I'absence de protéine FMRP, mais étre
également le résultat d’altérations de la période critique de plasticité, une fenétre temporelle tres
importante du développement des structures et fonctions cérébrales connues pour réduire les réponses
des réseaux neuronaux face a une expérience sonore. En effet, le cortex auditif des souris Fmrl KO
connait une plasticité diminuée lorsqu’exposé a des expériences sonores pendant la période critique
(Kim et al., 2013). Ainsi, les aires corticales ne connaissant pas une plasticité correcte face a des
expériences sonores, elles impacteront les processus auditifs a 'age adulte et peuvent expliquer les
perturbations observées dans les réponses du cortex auditif du modele Fmr1 KO (Rotschafer and Razak,
2013).

D’un point de vue moléculaire, 'origine des anomalies physiologiques semble a chercher du c6té de
I'activité des canaux ioniques. En effet, comme décrit précédemment, la protéine FMRP interagit avec les
canaux Slack et BK, et régule leur activité (Brown et al,, 2010; Deng et al., 2013; Ferron, 2016). Le canal
Slack est trés présent dans le tronc cérébral auditif, et I'absence de régulation de la protéine FMRP
pourrait expliquer l'excitabilité accrue de cette région chez la souris Fmr1 KO (Brown et al,, 2010). De
plus, il a été démontré que I’habituation au sursaut acoustique est liée a la fonction du canal BK (Zaman
et al, 2017). L’augmentation de la réponse de sursaut de la souris Fmrl KO pourrait donc étre due a
I'absence de régulation des canaux BK en absence de la protéine FMRP (Rais et al., 2018). Quoi qu'’il en
soit, les mécanismes menant a 'augmentation de I'excitabilité des aires cérébrales, tronc comme cortex,
en absence de protéine FMRP restent a explorer.

Ainsi, I'absence de protéine FMRP dans les aires cérébrales du systeme auditif engendre des
troubles fonctionnels, conséquence d’anomalies constitutives mais aussi de perturbations des

mécanismes de maturation postnataux.




Il est intéressant de souligner que les anomalies auditives du syndrome de I'X fragile ont toutes été
étudiées au niveau cérébral, et que peu d’études ont analysé 1'état structural et fonctionnel de structures
plus « perceptives », comme la cochlée, en absence de la protéine FMRP. Cependant, ’étude de I’ABR de
la souris Fmr1 KO a montré que l'intensité du stimulus auditif nécessaire pour déclencher la survenue
d’une réponse ABR est plus élevée chezla souris Fmr1 KO que chezla souris WT (Rotschafer et al,, 2015).
Cette élévation du seuil de I’ABR traduit une hypo-sensibilité auditive, dans le sens ou la souris Fmr1 KO
ne pergoit pas certains stimuli auditifs, pourtant pergus par les souris WT, si ceux-ci ne sont pas
suffisamment intenses (Rotschafer et al.,, 2015). La genese de I'ABR, i.e. le pic I, étant due aux tissus
cochléaires, ce résultat suggére que le fonctionnement de la cochlée est altéré en absence de la protéine
FMRP (Rotschafer et al.,, 2015). Une étude s’est alors intéressée aux cellules de la cochlée, et a révélé que
les cellules du noyau ventral de la cochlée sont significativement plus petites chez la souris Fmr1 KO que
chez la souris WT (Rotschafer et al.,, 2015). Par conséquent, la partie « périphérique » du systéeme
auditif est elle aussi affectée par I’absence de la protéine FMRP, ce qui contribue certainement au

phénotype sensoriel auditif du syndrome de I’X fragile.

4.2 Le toucher

L’hypersensibilité au toucher est un trouble communément décrit chez les patients atteints du
syndrome de I'X fragile, environ 80% d’entre eux montrant des signes cliniques trahissant ce
désagrément (Reiss and Freund, 1990; Hagerman et al., 1991; Miller et al., 1999; Baranek et al., 2008).
La réponse électrodermale en réponse a des stimuli tactiles est augmentée chez ces patients, ce qui
indique une anomalie de la perception et de I'intégration des signaux tactiles chez ces individus (Miller
et al, 1999). Elle se traduit dans le comportement des patients par un refus, un évitement, du contact
tactile et par une réponse aversive a des stimuli tactiles qui paraissent anodins pour tout a chacun,
comme le contact d'un textile ou un léger toucher (Cascio, 2010). Ce comportement est également
exprimé par la souris Fmr1 KO, qui montre un fort évitement des stimulations tactiles de ses vibrisses,
signe d’une attitude défensive envers le contact tactile (He et al., 2017) (Figure 19A). De plus, les souris
Fmr1 KO montrent un taux d’amélioration de leurs performances lors d'un test d’apprentissage tactile

bien plus faible que les animaux WT (Arnett et al., 2014) (Figure 19B).
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Figure 19 : Résultats issus de la littérature concernant le phénotype sensoriel tactile
comportemental de la souris Fmr1 KO.

(A) Mouvement d’évitement en réponse a une stimulation des vibrisses. Temps passé en mouvements
d’évitement au cours du test. « Sham » représente un test sans que les vibrisses ne soient touchées
(habituation des animaux). « Whisker stim end » représente le test avec la stimulation réelle d’une vibrisse.
n : nombre d’individus. Adapté de He et al. 2017.

(B) Amélioration des performances d’apprentissage tactile. Résultats exprimés en pourcentage
d’amélioration entre les 2 phases du test. Adapté de Arnett et al. 2014.

*p<0.05

Ce phénotype comportemental est lillustration de perturbations des processus traitant
I'information tactile. Bien que moins étudiés que 'anomalie auditive, quelques études se sont attachées
a décrire les mécanismes somatosensoriels en absence de la protéine FMRP. Des enregistrements in-vivo
dans le cortex somato-sensoriel de la souris Fmrl KO ont montré des anomalies de traitement des
signaux tactiles générés par une stimulation des vibrisses de I'animal. Tout d’abord, la zone corticale
activée pour un unique stimulus au niveau des vibrisses est plus large que chez les animaux WT
(Juczewski et al,, 2016). Concrétement, la carte somatosensorielle des couches corticales 2/3 est plus
étendue, ce qui induit une augmentation de la propagation de I'excitabilité neuronale au sein de cette
structure (Juczewski et al, 2016) (Figure 20A). De plus, le cortex des souris Fmrl KO montre une
diminution de la sélectivité des vibrisses, ce qui signifie que la sélectivité avec laquelle une seule vibrisse
devrait activer une zone bien précise estamoindrie (Juczewski et al., 2016) (Figure 20B). Par conséquent,
les animaux sont probablement incapables de discriminer avec précision les stimuli provenant de
différentes vibrisses (Juczewski et al., 2016). Enfin, les signaux eux-méme sont perturbés au sein de ces
couches corticales 2/3, tant dans leur fréquence que dans leur latence d’apparition, ainsi que dans le
niveau d’excitation qui perdure entre plusieurs stimuli (Juczewski et al., 2016) (Figure 20C). L’ensemble

de ces résultats décrit I’état trés altéré des processus de traitement des signaux tactiles au sein du cortex




somatosensoriel en absence de la protéine FMRP. Il convient de souligner que ces résultats ne concernent
pas la couche corticale 4, au sein de laquelle les signaux n’ont pas montré de différence entre les souris

Fmr1 KO et les souris WT (Juczewski et al.,, 2016).
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Figure 20 : Résultats issus de la littérature concernant le phénotype sensoriel tactile fonctionnel
de la souris Fmr1 KO.

(A) Réponse enregistrée lors de la stimulation d’une vibrisse. La réponse est enregistrée au niveau
cortical dans la zone correspondant a la vibrisse ciblée et aux vibrisses environnantes. PW : vibrisse
principale ; SW : vibrisses environnantes. Adapté de Juczewski et al. 2016.

(B) Indice de sélectivité d’'une vibrisse. Cet indice est calculé ainsi : 1-(SW/PW). Il représente la maniére

dont la stimulation d’'une seule vibrisse donne une réponse dans une seule colonne corticale. Adapté de
Juczewski et al. 2016.

(C) Exemple de réponse enregistrée dans la couche corticale 2/3 suite aux stimulations d’'une
vibrisse. Chaque stimulation commence au niveau du bord gauche des encadrés en pointillés. La réponse
représentée ici est celle de la zone principale de la vibrisse stimulée. Adapté de Juczewski et al. 2016.

w4k <0.0001

L’étude de I'electrophysiologie des circuits neuronaux, réalisée ex vivo sur des tissus de cortex
somatosensoriels de souris Fmr1 KO, montre que les principales caractéristiques de ces circuits ne sont
pas modifiées en absence de la protéine FMRP (Bureau et al., 2008). En effet, les circuits Fmrl KO
fonctionnement en suivant des colonnes de neurones entre les différentes couches corticales, et les
neurones de la couche L4 regoivent de fortes excitations de la couche L3 et de faibles entrées provenant
de la couche L5, comme observé chez des animaux sauvages (Bureau et al, 2008). L’architecture
fonctionnelle d’'une colonne de neurones du cortex somatosensoriel n’est donc pas altérée en absence de
la protéine FMRP. De méme, la force d’'une connexion entre une cellule étoilée de la couche L4 et une
cellule pyramidale de la couche L3 n’est pas altérée (Bureau et al.,, 2008). Cependant, la force de la
projection entre la couche L4 et la couche L3 est diminuée de 40% dans le cortex des animaux Fmr1 KO
(Bureau et al.,, 2008). Ceci suggere que parmi les connexions établies entre ces deux couches il y a une

plus grande proportion de connexions non fonctionnelles (Bureau et al., 2008).




Les perturbations électrophysiologiques observées en absence de la protéine FMRP peuvent étre la
conséquence d’anomalies cellulaires mises en place au cours du développement embryonnaire. En effet,
les anomalies d'immaturité des épines dendritiques, phénotype cellulaire du syndrome de I’X fragile, ont
été observées dans le cortex somatosensoriel des souris Fmrl KO (Nimchinsky et al., 2001), et les
dendrites de neurones de la couche corticale 4 ont été décrites comme n’ayant pas eu un élagage de
maturation normal (Galvez et al., 2003). De plus, les axones de la couche L4 du cortex somatosensoriel
de la jeune souris Fmr1 KO sont anormalement diffus dans la couche L2/L3 (Bureau et al,, 2008) (Figure
21A). Cette observation confirme le role joué par FMRP dans I'élagage et I'orientation axonale dans le
néocortex (Bureau et al., 2008). Les anomalies fonctionnelles décrites peuvent également provenir de
mécanismes altérés lors de la maturation postnatale des réseaux neuronaux au cours de la période de
plasticité, en réponse a des expériences sensorielles. En particulier, I'élargissement du champ réceptif
peut étre le résultat d'une intégration sensorielle altérée lors de cette fenétre temporelle. En effet, le
développement des connexions intracorticales est une étape clé de la formation des cartes neuronales
qui définissent le champ réceptif des signaux tactiles au stade adulte, et elle dépend des expériences
sensorielles vécues par le jeune animal (Allen et al.,, 2003; Bender et al., 2006). Celles-ci permettent une
réorganisation des champs réceptifs et des cartes sensorielles, qui auront un impact sur la perception
sensorielle tout au long de la vie de I'animal. Or les neurones corticaux des souris Fmr1 KO montrent des
émissions anormalement élevées pendant le développement postnatal, ce qui laisse penser que les
réseaux neuronaux sont hyperexcitables pendant la phase critique de plasticité dépendante de
I'expérience (Gongalves et al., 2013). Ceci peut expliquer le caractére diffus et immature des axones des
neurones somatosensoriels.

D’un point de vue moléculaire, les mécanismes de développement post-nataux du cortex
somatosensoriel liés au glutamate sont altérés chez la souris Fmr1 KO. Premierement, le développement
postnatal précoce des connexions excitatrices entre le thalamus et les neurones de la couche 4 du cortex
somatosensoriel est fortement perturbé (Harlow et al,, 2010). De plus, le développement des voies de
signalisations excitatrices via les récepteurs ionotropiques au glutamate, qui se met en place au cours de
la premiére semaine, est retardée elle aussi (Harlow et al,, 2010; Till et al., 2012). A cela s’ajoute un
déséquilibre dans le ratio récepteurs NMDA / récepteurs AMPA ala sortie de la période critique (Harlow
et al,, 2010) (Figure 21B), alors que cette période voit normalement une augmentation des récepteurs
AMPA et une réduction des récepteurs NMDA (Crair and Malenka, 1995). Or les récepteurs NMDA jouent
un role clé dans les mécanismes de plasticité synaptique et de raffinement des circuits sensoriels en lien
avec les expériences sensorielles vécues lors de la période de plasticité (Crair and Malenka, 1995). Par
conséquent, 'altération des signalisations passant par les récepteurs NMDA affecte tres probablement le
développement des circuits corticaux pendant la période critique de plasticité. L’ensemble de ces
perturbations touchant aux mécanismes de maturation liée a I'expérience du cortex somatosensoriel
peut expliquer le défaut d’apprentissage tactile de la souris Fmr1 KO (Arnett et al., 2014; Juczewski et al.,
2016).
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Figure 21 : Résultats issus de la littérature concernant le phénotype sensoriel tactile cellulaire et
moléculaire de la souris Fmr1 KO.

(A) Exemple de morphologie de neurones corticaux de la couche 2/3. Ces images montrent
I'arborescence plus diffuse chez la souris Fmr1 KO. Adapté de Bureau et al. 2008.

(B) Ratio récepteurs NMDA/récepteurs AMPA dans le cortex somatosensoriel lors de la période
critique. Adapté de Harlow et al. 2010.

Par extrapolation, la gestion des stimuli douloureux est également perturbée en absence de la
protéine FMRP. La souris Fmr1 KO répond plus faiblement qu’une souris sauvage a un contact apres une
inflammation locale aigue, indiquant des anomalies dans les processus de perception et d'intégration des
informations nerveuses de la douleur (Price et al., 2007; Busquets-Garcia et al., 2013).

Ainsi, de l]a méme maniére que pour les anomalies du cortex auditif, les perturbations
fonctionnelles du systéeme somatosensoriel observées en absence de la protéine FMRP peuvent
étre la conséquence d’anomalies constitutives mises en place au cours du développement
embryonnaire, mais aussi de mécanismes altérés lors de la maturation postnatale des réseaux

neuronaux au cours de la période de plasticité, en réponse a des expériences sensorielles.

De la méme maniere que pour l'audition, il semble important de souligner que les anomalies
tactiles du syndrome de I'X fragile ont toutes été étudiées au niveau cérébral, mais qu’aucune
étude n’a étudié I'état structural et fonctionnel des organes de la perception, comme les jonctions

neurodermiques du derme, en absence de la protéine FMRP.




4.3 ['olfaction

L’étude de Miller a reporté une réponse électrodermale augmentée chez les patients atteints du
syndrome de I'X fragile en réponse a des stimuli olfactifs (Miller et al., 1999). Ainsi, bien que I'olfaction
ne soit pas un sens tres développé chez ’humain, 'impact de 'absence de FMRP sur le systéme olfactif a
été étudié. En premier lieu car la protéine FMRP est exprimée dans les cellules neuroblastiques olfactives
humaines, et son absence a bien été confirmée chez les patients atteints du syndrome de 1'X fragile
(Abrams et al., 1999). Mais aussi parce que le systéme olfactif présente des caractéristiques tres
intéressantes pour I'étude des impacts neurophysiologiques de 'absence de FMRP. En effet, le systeme
olfactif posséde une anatomie en couches, avec des circuits neuronaux trés organisés, ce qui rend
facilement identifiables les circulations d’informations (Murthy, 2011). De plus, le systeme olfactif du
rongeur est la seule région cérébrale, autre que 'hippocampe, montrant de la neurogéneése a I’age adulte
(Gheusi et al.,, 2013), ce qui permet d’étudier la dynamique de prolifération, de migration, de maturation
et de plasticité induite par 'expérience dans le cerveau postnatal. Le systéme olfactif du modéle murin
Fmr1 KO a donc permis d’étudier plusieurs impacts de I'absence de la protéine FMRP sur un systéme
neurosensoriel.

Chez le rongeur, la protéine FMRP est fortement exprimée dans les régions cérébrales traitant les
informations olfactives, des neurones sensoriels de I'épithélium olfactif jusqu’a I'intégralité des neurones
des bulbes olfactifs et du cortex olfactif (Hinds et al., 1993; Christie et al., 2009; Akins et al., 2012; Brackett
etal, 2013). Cette présence dans l'intégralité des tissus du systéme olfactif suggere que la protéine joue
un role aussi bien dans les processus de perception que dans le traitement computationnel au niveau
cérébral, tels que la discrimination, 'apprentissage et la mémoire olfactifs. Cette thése s’est révélée
confirmée par les déficits comportementaux des souris Fmrl KO lors de la réalisation de taches
impliquant leurs capacités olfactives. En effet, ces souris ont montré une diminution de leur sensibilité
olfactive, c’est-a-dire une altération de leur capacité a détecter de maniére suffisamment précise une
odeur de maniére a pouvoir la discriminer d'une autre odeur (Schilit Nitenson et al,, 2015). A titre
d’exemple, les souris sauvages sont capables de discriminer, apres habituation, les odeurs du limonene
Lim- et du limonene Lim+, tandis que les souris Fmr1 KO en sont incapables (Daroles et al., 2016) (Figure
22A). Ainsi la perception méme d’un stimulus sensoriel est altérée chez cet animal. De plus, ces souris
ont exprimé des difficultés de reconnaissance d’odeurs, révélant une altération tant dans la
mémorisation que dans le recrutement des souvenirs ou de la réutilisation du vécu (Larson et al., 2008;
Schilit Nitenson et al.,, 2015) (Figure 22B). Les auteurs de cette étude ont par ailleurs précisé que la
plupart des souris Fmrl KO parvenait a apprendre la tache aussi bien que des animaux contréles, mais
elles effectuaient tout de méme plus d’erreurs et certaines ne réussirent pas une seule fois la tache
(Larson et al., 2008; Schilit Nitenson et al., 2015). Il est intéressant de noter le parallele flagrant avec les
constatations comportementales déja évoquées, concernant le phénotype de la souris Fmr1 KO, capable
d’apprendre apres un grand nombre de répétitions, mais semblant ne pas étre en mesure de recruter des

souvenirs et de réutiliser les connaissances pour mener a bien une nouvelle tache (voir paragraphe sur




le phénotype comportemental du modéle Fmrl KO). Ainsi, les processus computationnels de

I'information olfactive sont impactés par I'absence de la protéine FMRP.
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Figure 22 : Résultats issus de la littérature concernant le phénotype sensoriel olfactif
comportemental de la souris Fmr1 KO.

(A) Temps passé a explorer chaque odeur lors du test de discrimination olfactive du limonéne Lim+
et limonéne Lim-. Temps passé a explorer chaque odeur lors de la phase de test, qui suit la phase
d’habituation a une des deux odeurs (Lim + ou Lim-). hab4 : odeur utilisée lors de I'habituation ; test : odeur
nouvelle utilisée lors du test. Adapté de Daroles et al. 2016.

(B) Diminution de la capacité d’apprentissage olfactive. Nombre total d’erreurs lors de la phase
d’apprentissage du test de discrimination olfactive. Les souris Fmr1 KO réalisent un plus grand nombre
d’erreurs que les souris WT. Adapté de Larson et al. 2008.

*p<0.05, **p<0.01

Le role exact de la protéine FMRP dans les processus olfactifs reste encore a élucider, mais des
éléments indiquant son réle au niveau cellulaire dans la plasticité et l'excitabilité des circuits neuronaux
du systeme olfactif commencent a émerger. En effet, FMRP est exprimée non seulement au niveau post-
synaptique mais également dans les terminaux pré-synaptiques sur les axones de neurones sensoriels
olfactifs, ce qui suggere qu’elle joue un réle dans la régulation de traductions post-synaptiques et dans
les processus olfactifs liés a une plasticité pré-synaptique (Christie et al., 2009; Akins et al.,, 2012; Korsak
et al,, 2017). Par exemple, une anomalie morphologique a été constatée dans les cellules mitrales des
souris Fmrl KO. En condition physiologique, ces cellules projettent avec une seule dendrite vers un
unique glomérule, ce qui permet une transmission, vers les bulbes olfactifs puis vers le cortex olfactif, en
colonnes paralléles (Malun and Brunjes, 1996; Murthy, 2011) (Figure 23A). Cependant, les cellules
mitrales de souris Fmr1 KO ont en moyenne 2 dendrites (Galvez et al., 2005) (Figure 23B). Pour 'heure,

il n’est pas connu si ces deux dendrites projettent vers le méme glomérule, ou vers 2 entités distinctes,




mais cette morphologie aberrante est, dans un cas comme dans l'autre, trés probablement a l'origine

d’une transmission perturbée des signaux olfactifs (Bodaleo et al., 2019).
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Figure 23 : Résultats issus de la littérature concernant le phénotype sensoriel olfactif cellulaire de
la souris Fmr1 KO.
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(A) Exemple de morphologie des cellules mitrales des bulbes olfactifs. La dendrite principale est
située dans I'angle entre 45° et 135° (indiquée avec la fleche noire), et les dendrites secondaires sont hors
de ce champ d’angle (indiquées avec les fleches blanches). Ici, la cellule est considérée comme ayant une
dendrite principale, projetant vers les couches supérieures. Adapté de Galvez et al. 2005.

(B) Nombre de dendrites principales chez les cellules mitrales des animaux WT et Fmr1 KO (FraX).
Adapté de Galvez et al. 2005.

*p<0.05

Il est intéressant de noter que le systéeme olfactif possede des neurones cérébraux capables de
proliférer a I'dge adulte, tels que les cellules granulées des bulbes olfactifs issus de la zone sous-
ventriculaire (SVZ, en anglais SubVentricular Zone) (Gheusi et al., 2013). Ces neurones connaissent eux
aussi des phénomenes de plasticité structurelle en réponse a des expériences olfactives, faisant varier
leur arborisation dendritique et la morphologie de leurs épines dendritiques (Knafo et al, 2001;
Lamprecht and LeDoux, 2004). Ce phénomene n’est pas observé chez les souris Fmr1 KO, ce qui conduit
aun défaut d’apprentissage basé sur I'expérience, et donc une diminution des capacités a discriminer des
odeurs. Ces résultats donnent un apercu des altérations de la plasticité dans la pathologie du Syndrome
de I'X Fragile, en particulier dans les régions cérébrales responsables de I'intégration des informations
olfactives et de la genese d’'une mémoire olfactive.

Ainsi, I'absence de protéine FMRP dans les aires périphériques et centrales du systéme
olfactif géneére des troubles fonctionnels, conséquences d’anomalies cellulaires constitutives

mais également de mécanismes de maturation postnataux altérés.




4.4 | a vision

Trés tot dans la description clinique des troubles comportementaux caractérisant le syndrome de
I'’X fragile les praticiens ont noté la pauvreté du contact visuel des patients. L’évitement du regard est
noté chez environ 90% des patients (Cohen et al., 1989), et, bien que la pauvreté du contact visuel soit
un trait majeur du comportement autistique, ce phénotype n’est pas exclusivement réservé aux patients
atteints du syndrome de I'X fragile diagnostiqués autistes (Cohen et al., 1988). L’évitement du regard est
présent chez la plupart des patients, bien qu’ils ne soient pas tous autistes. D’ailleurs, des études ont
montré par la suite que les mécanismes responsables de la pauvreté du contact visuel sont probablement
différents entre les individus autistes et les patients FXS (Cohen et al,, 1991) (Figure 24). De la méme
maniére, les patients atteints du syndrome de I'X fragile montrent des capacités diminuées face a des
taches neuropsychologiques évaluant leurs fonctions visuo-motrices. En effet, des dysfonctions visuo-
motrices ont été décrites lors de tests de dessin, d’utilisation de blocs de construction pour reproduire
des formes abstraites et nécessitant de la coordination psychomotrice (Crowe and Hay, 1990; Freund
and Reiss, 1991; Cornish et al., 1999). Certes, ces taches font appel a de nombreuses compétences, mais
la composante visuo-motrice est un facteur commun a toutes (Rais et al,, 2018). L’ensemble de ces
observations a incité les études a se pencher sur des déficits dans les compétences visuelles des patients

atteints du syndrome de I'X fragile.
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Figure 24 : Courbes en trois dimensions représentant le comportement de contact visuel social
d’enfants autistes (a gauche) et d’enfants FXS (a droite).

La courbe représente le contact visuel effectué par I'enfant en réponse a un regard « social » prolongé initié
par les parents. L'unité est propre aux auteurs, et prend en compte I'apparition du regard de '’enfant dans
la succession chronologique des regards échangés et stoppés. Un score « Z » élevé signifie une réponse au
contact visuel plus importante. Le contact visuel social est représenté en fonction de 'dge de I'enfant (noté
CA) et de son score d’autisme évalué avec I'échelle Vineland.

Notons la différence de profil entre les enfants autistes et FXS, I'évolution avec 'age et le score de
comportement autistique qui ne suit pas la méme dynamique. Notons que pour les enfants FXS, le
comportement de contact visuel reste stable quel que soit le score « d’autisme » et I’age. La pauvreté du
contact visuel chez ces enfants n’est pas liée au caractére autistique de la pathologie.




Ainsi, quelques études ont accumulé des preuves indiquant que les patients atteints du syndrome de
I'’X fragile connaissent des difficultés dans le traitement des informations visuelles. En particulier, la
gestion des processus spatio-temporels visuels, c’est-a-dire la gestion des informations qui changent
d’emplacement au cours du temps, s’est révélée fortement altérée. En effet, des patients adultes n’ont pas
montré d’anomalie dans leur sensibilité de perception face a des stimuli statiques présentant des
différences de luminance, mais ces mémes patients ont montré une diminution de leur sensibilité a la
perception de stimuli caractérisés par des différences de texture, que ces stimuli soient en mouvement
ouimmobiles (Kogan et al., 2004a) (Figures 25 A et B). Les auteurs soulignent que la moitié des individus
FXS testés n’a pas réussi a percevoir la direction du mouvement (Kogan et al.,, 2004a). De plus, ces
patients adultes montrent une diminution de la sensibilité au contraste pour des stimuli visuels
mouvants présentés a basse fréquence temporelle, ce qui a été confirmé par une autre étude (Kogan et
al,, 20044, 2004b) (Figures 25 A et B). Ces résultats laissent donc suggérer que les patients atteints du
syndrome de I'X fragile connaissent un déficit dans leur compréhension des informations dynamiques
(Kogan et al., 2004b). A la suite de ces observations, des investigations similaires ont été réalisées chez
des enfants et trés jeunes enfants atteints du syndrome de I’X fragile, et ont révélé des résultats similaires
(Farzin et al,, 2008). Ces enfants ont montré une nette réduction de leur sensibilité a la détection de
stimuli visuels dynamiques définis par leur texture, et sont capables de détecter des stimuli fixes définis
par leur luminance (Farzin et al,, 2008). De plus, ces enfants ont montré un déficit spécifique dans le
traitement des informations dynamiques de par leur incapacité a maintenir une image mentale d’'un objet
dissimulé pendant une modification spatio-temporelle, et de le suivre pendant ce déplacement, alors
qu’ils en sont capables quand I'objet est simplement dissimulé sans étre déplacé (Farzin et al,, 2011).
Pour résumer, les patients atteints du Syndrome de I’X Fragile montrent, dés leur plus jeune age
et jusqu’a I’age adulte, des difficultés dans la compréhension des textures, des contrastes et des
mouvements. Ces difficultés sont associées a une diminution de leur compétence, voire une

incapacité, a gérer les modifications spatio-temporelles de stimuli dynamiques.
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Figure 25 : Résultats issus de la littérature concernant le phénotype sensoriel visuel
comportemental des patients FXS.

(A) Représentation des stimuli utilisés pour tester I'impact de la luminance et des contrastes des
stimuli immobiles et en mouvement.

(B) Résultats des participants face aux différents stimuli visuels des patients FXS (en noir) et des
individus sains d’age équivalent (en gris) et de développement équivalent (en blanc). Les résultats
sont exprimés en termes de seuil de détection du stimulus. CA : individus controles d’age équivalent ; MA :
individus contréles de développement équivalent.

*p<0.05.

Cependant, ces anomalies de sensibilité visuelle ont été attribuées, la plupart du temps, a des déficits
d’attention des patients investigués (Farzin et al, 2011). En effet, ceux-ci présentent des anomalies
d’attention visuelle cohérentes avec les troubles de I'inhibition et du controle montrés par les patients,
enfants comme adultes (Scerif et al., 2004, 2007). Les études plus poussées ont montré que la résolution
visuelle spatiale des jeunes patients est normale, indiquant ainsi que I'attention ne se limite pas a une

zone plus restreinte du champ de vision (Farzin et al,, 2011). En revanche, ces mémes patients se sont




révélés avoir une résolution temporelle plus basse que des enfants au développement typique (Farzin et
al,, 2011). La résolution temporelle est définie comme I'intervalle de temps minimum nécessaire pour
que le systeme visuel soit capable de ségréger des informations. Ainsi les enfants atteints du syndrome
de I'X fragile ont un taux de discrimination plus faible que des enfants au développement normal : les
phases visuelles doivent étre plus longues pour que leurs informations soient discriminées (Farzin et al.,
2011). L’étude estime que la fréquence temporelle limite nécessaire a l'individualisation des
informations des enfants atteints du syndrome de I'X fragile est moitié moins élevée que celles d’enfants
du méme age au développement typique (Farzin et al., 2011).

Contrairement aux autres systémes sensoriels décrits précédemment, aucune investigation
fonctionnelle n’a été menée sur les aires cérébrales du systeme visuel en absence de protéine FMRP. La
seule étude fonctionnelle concernant les capacités visuelles des patients FXS est une analyse par IRM
fonctionnelle de la fonction cérébrale des patients face a des regards fixes ou fuyants, de face ou de profil
(Garrett et al., 2004). Celle-ci indique des anomalies d’activation des zones typiquement activées lors de
contacts visuels (Garrett et al., 2004). Ces résultats suggérent que I'évitement du regard des individus
atteints du syndrome de I'X fragile est associé a une diminution de leur capacité de perception du regard
et de l'orientation du visage qui leur fait face (Garrett et al., 2004). Le modele Fmr1 KO n’a, lui, pas été
investigué sur ses aspects fonctionnels liés a la vision.

Au niveau cellulaire, le cortex visuel des patients FXS comme des souris Fmrl KO est sujet au
phénotype d'immaturité neuronale, décrit précédemment, caractérisé par des épines dendritiques plus
nombreuses et plus fréquemment d’aspect immature (Irwin et al., 2000; Greenough et al, 2001).
Cependant, il est connu que les stimuli visuels a haute fréquence temporelle engagent la voie
magnocellulaire du systeme visuel (Kogan et al, 2004b). Cette voie commence avec les cellules
ganglionnaires de la rétine qui projettent vers la couche magnocellulaire du noyau latéral géniculé, et se
termine dans le cortex visuel primaire (Merigan and Maunsell, 1993). Par conséquent, les troubles de la
perception des stimuli a haute fréquence temporelle observés chez les patients ont orienté une équipe
de recherche vers I'étude de cette voie en conditions FXS. Il a ainsi été confirmé que le noyau latéral
géniculé des patients FXS a une structure altérée, alaminaire, et que les neurones de la couche
magnocellulaire du noyau géniculé sont anormalement petits (Kogan et al.,, 2004b) (Figure 26A et B).
Ceci suggere que cette région cérébrale subcorticale est particulierement sensible a 'absence de la
protéine FMRP. Plus récemment, une étude a mis en évidence pour la premiere fois des troubles dans
une autre région subcorticale du systéme visuel : le colliculus supérieur. Cette structure possede des
neurones responsables des mouvements des yeux selon les cibles visuelles. Chez la souris Fmr1 KO, ces
neurones montrent un champ de réception anormalement grand, associé a une diminution dans la
sélectivité directionnelle (Kay et al., 2018). De plus, le colliculus recoit des influx de la premiere couche
corticale afin de régir les mouvements oculaires. Chez la souris Fmr1 KO, la zone de terminaison nerveuse
impactée par ces influx, qui réceptionne donc les informations provenant du cortex visuel, est plus large
que celle des animaux sauvages (Kay et al., 2018) (Figure 26C). Ainsi, les influx regus par le colliculus de

la part du cortex visuel sont dérégulés en absence de la protéine FMRP (Kay et al., 2018). Ces premiers




résultats indiquent donc que la protéine FMRP joue un réle dans I'établissement de circuits visuels, son
absence induisant des anomalies dans I'intégration d’'influx nerveux générés par une expérience visuelle.
Connaissant le role du colliculus et de la couche magnocellulaire du noyau latéral géniculé dans
les processus visuels dynamiques, il est probable qu’une partie des troubles visuels décrits chez
les patients atteints du syndrome de I'X fragile soit causée par ces anomalies subcorticales, qui

s’ajoutent aux anomalies neuronales du cortex visuel.
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Figure 26 : Etude structurale et cellulaire des aires subcorticales visuelles chez un individu sain
(a gauche) et un patient FXS (a droite).

(A) Structure histologique chez un individu sain et un patient FXS. Barres d’échelle : 1000um. Adapté
de Kogan et al. 2004.

(B) Neurones du noyau latéral géniculé chez un individu sain et un patient FXS. Barres d’échelle :
100pm. Adapté de Kogan et al. 2004.

(C) Zone du colliculus supérieur réceptionnant les influx du cortex visuel. Enregistrement du signal
recu dans le colicullus aprés un stimulus lumineux chez une souris controle (WT, a gauche) et une souris
Fmr1 KO (au milieu). Quantification de I'aire de réception (a droite). Adapté de Kay et al. 2018.

*p<0.05

De méme que pour les autres sens, 'absence de protéine FMRP impacte non seulement le
développement des régions corticales, mais aussiles mécanismes de plasticité cérébrale. Les mécanismes

post-nataux de plasticité du cortex visuel sont altérés en absence de la protéine FMRP. L’étude des




phénomenes de plasticité du cortex visuel se réalise classiquement avec une expérience de privation
monoculaire. Concretement, un des deux yeux de I’animal est occulté pendant une période définie, et les
modifications des circuits neuronaux, conséquences de cette privation d’'informations sensorielles par
un ceil, sont observées. Au cours de la période de plasticité cérébrale, les zones corticales associées a I'ceil
fermé connaissent une dépression tandis que les régions associées a I'ceil ouvert gagnent en maturité
(Frenkel and Bear, 2004). Chez la souris Fmr1 KO, la privation monoculaire induit une forte dépression
des zones corticales associées a I'ceil maintenu fermé et une forte potentialisation des zones corticales
associées al’ceil encore ouvert (Dolen et al., 2007). Les modifications observées sont les mémes que celles
obtenues chez un animal controle, mais elles sont clairement exacerbées chez la souris Fmr1 KO. Les
auteurs de I'étude estiment que la plasticité obtenue chez 'animal KO en 3 jours est comparable a celle
obtenue chez un animal contréle avec une privation monoculaire plus longue, de 'ordre de 7 jours (Dolen
et al, 2007). Cette hyperplasticité confirme le réle de la protéine FMRP dans la régulation de la
plasticité neuronale.

Il est tres surprenant de constater un si grand décalage entre la quantité d’'informations sur les
déficits visuels des patients et le nombre tres réduit d’études portant sur les anomalies du systéme visuel
en cas d’absence de la protéine FMRP, chez le patient et a plus forte raison chez la souris. Les troubles
visuels ont été, comme décrit précédemment, longtemps attribués a un déficit d’attention de la part des
patients. Certes, ce déficit est réel, et est un symptome de la pathologie. Mais il est curieux que la majorité
des études portant sur l'origine des anomalies visuelles se soit limitée a une explication
psychologique et comportementale, sans réellement poser le probléme en termes de pur trouble
neurosensoriel de la spheére visuelle. Trés peu d’études se sont penchées sur les aspects
moléculaires, les perturbations cellulaires et fonctionnelles du systéme visuel en absence de
protéine FMRP. De plus, la quasi-totalité des études portant sur la pathophysiologie du syndrome
de I’X fragile sur le systeme visuel ont porté sur les aires cérébrales (en particulier le cortex

visuel).

Le systéme gustatif n’a pas été étudié, pour I'heure, que cela soit chez le patient FXS ou chez le modéle
murine Fmr1 KO.

D’une maniére générale, les sens se sont révélés perturbés chez les patients atteints du
syndrome de I'X fragile, mais les causes de ces perturbations n’ont été explorées que de maniére
parcellaire. Aucun sens n’a bénéficié d’'une totale investigation moléculaire, cellulaire et
fonctionnelle (Figure 27).

Pourtant, les perturbations sensorielles semblent jouer un roéle important dans les
comportements décrits chez les patients. Le refus du contact tactile et la fuite du regard,
notamment, sont des preuves que les altérations sensorielles participent de maniére non
négligeable aux phénotypes de la pathologie. De plus, les recherches sur les anomalies des
systemes sensoriels causées par 'absence de FMRP se sont la plupart du temps concentrées sur

les aires centrales de ces systémes sensoriels. Les études des tissus sensoriels « périphériques »,




dansle sens ot ils sont localisés en dehors du cerveau, ne sont que trop rares. Or, si ces tissus sont
« périphériques », ils sont loin d’étre accessoires car ils constituent le premier récepteur et le
premier analyste des informations sensorielles. En particulier, I'étude des anomalies visuelles en
conditions FXS a totalement négligé le tissu pourtant absolument nécessaire a la perception des

informations lumineuses : la rétine.
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Figure 27 : Bilan des connaissances relatives au phénotype sensoriel du syndrome de I'X fragile.

Les anomalies phénotypiques comportementales sont mentionnées pour chaque sens, en précisant si leur
observation a été notée chez le patient FXS ou chez le modele murin (annotations par illustrations). Pour chaque
sens, les connaissances sont organisées selon leur relation avec les aires cérébrales ou avec les tissus
« périphériques » (au sens anatomique du terme) du systeme sensoriel concerné. De plus, elles sont répertoriées
selon I'échelle d’étude : fonctionnelle, cellulaire ou moléculaire. Les anomalies connues par I'étude de patients
FXS sont notées en rouge, et les anomalies connues par I'’étude du modele Fmr1 KO sont notées en noir. Notons
I'absence totale de connaissance sur le systéme gustatif. Cette représentation ne mentionne pas les résultats
obtenues dans notre laboratoire (a partir de 2014).




Partie 5 : Le systéme visuel et la protéine FMRP

Comme dit précédemment, les altérations visuelles montrées par les patients atteints du syndrome
de I’X fragile ont été attribuées aux anomalies cellulaires cérébrales connues dans cette pathologie. En
particulier, 'immaturité des épines dendritiques constatées dans le cortex visuel des patients humains
puis chez le modele Fmr1 KO, mais également les altérations neuronales dans le corps genouillé latéral
des patients qui ont été considérée comme étant l'origine de ces troubles visuels (Irwin et al,, 2000;
Greenough et al,, 2001; Kogan et al., 2004b). L’absence de FMRP concoure, certes, a des altérations des
structures visuelles cérébrales. Mais jamais, alors, il n’a été envisagé que la structure « en amont » du
cerveau, responsable de la perception des informations lumineuse, le premier maillon du processus de
vision, puisse connaitre elle aussi des altérations dans ces conditions. En effet, la rétine est le premier
tissu neuro-sensoriel de la chaine visuelle, sans qui I'information visuelle qui arrive aux aires visuelles
cérébrales n’existe pas. Cette structure partage la méme origine embryonnaire que les aires cérébrales,
et il a été montré que, en conditions physiologiques, le gene Fmrl s’exprime dans les tissus
embryonnaires qui deviendront la rétine de I'individu (Abitbol et al., 1993). Ainsi, il semble cohérent de
penser que la rétine exprime elle aussi la protéine FMRP, au cours du développement puis au cours de la
vie de I'individu.

Ce n’est que tres récemment que la présence éventuelle de la protéine FMRP dans la rétine a
été investiguée. C'est en 2014 que 'expression de la protéine FMRP a été démontrée pour la

premiere fois dans la rétine de la souris (Rossignol et al., 2014) (Figure 28).
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Figure 28 : Mise en évidence de (A) transcrits du géne Fmr1 et (B) de la protéine FMRP dans la
rétine de la souris.

Expression significative des ARNm Fmrl dans la rétine des souris, quantifiée par technique de PCR
quantitative en temps réelle. Résultat exprimé en 2-2Ct normalisé par rapport a 'expression de I’ARN
18S (controdle interne). Expression de la protéine FMRP dans la rétine entiére de souris, attestée par
technique de western blot. B-actine est la protéine de référence.




Par la suite, cette expression rétinienne a été confirmé chez la souris, ainsi que chez le poulet
(Guimaraes-Souza et al., 2016) ainsi que dans les rétines des ommatidies de la drosophile (Wang et al,,
2017b). Par conséquent, les individus privés de l'expression de FMRP connaissent treés
certainement des altérations visuelles « périphériques », dans le sens ol ces anomalies sont
localisées hors du cerveau, en amont dans la chaine du processus visuel. La rétine privée de FMRP
devient alors un nouveau sujet d’étude, tant cette structure « périphérique » joue un role

« central » dans le systeme visuel.

5.1 La rétine, un tissu « périphérique » jouant un réle central

La rétine est le tissu neurosensoriel du systeme visuel. Tissu neuronal tres fin, elle tapisse la
surface du globe postérieur de I'eil, et a pour role capital de capter les informations lumineuses et de les

transmettre aux composantes cérébrales du systéme visuel sous forme d’influx électriques.

5.1.1 La rétine au sein de I'ceil

La rétine tapisse la face interne du globe oculaire. Sa structure, hétérogene, est composée de
plusieurs couches de cellules nerveuses. Son organisation est telle que les rayons lumineux doivent
d’abord traverser les neurones d’intégration avant d’atteindre les cellules réceptrices. On parle alors de
rétine inversée. La rétine tapisse de maniére relativement homogéne l'intégralité de la face postérieure
du globe oculaire, mais il faut noter une particularité macroscopique tres localisée dans la rétine de
I'homme. Au niveau de 'axe optique de I'ceil, 'épaisseur de la rétine connait une légére dépression : c’est
la fovéa, ou macula (Figure 29). A I'échelle microscopique, cette zone correspond a un écartement des
neurones d’intégration vers la périphérie de I'axe optique, ce qui permet aux rayons lumineux d’atteindre
directement les cellules réceptrices sans devoir traverser plusieurs couches neuronales. Cette
particularité permet de minimiser la diffraction et d’améliorer la qualité de I'image formée en ce point de
la rétine. Au niveau de la fovéa, seuls des photorécepteurs de type cones sont présents. Notons que la
rétine de la souris ne possede pas de fovéa. Enfin, chaque ceil posséde un point aveugle dans son champ
de vision. Dans cette région, excentrée d’environ 10° de 'axe optique et large d’environ 10°, la rétine ne

peut fournir d’information visuelle a cause de 'absence de cellules réceptrices.
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Figure 29 : Représentation schématique d’un ceil humain (vue en coupe sagittale).

En rouge, la rétine qui tapisse le fond du globe oculaire et qui se prolonge via dans le nerf optique via
les fibres nerveuses de ses neurones les plus internes. La fovéa, dépression dans I'épaisseur
rétinienne, est traversée par I'axe optique.

5.1.2 L’architecture du tissu rétinien

La rétine est composée de 2 feuillets : I'épithélium pigmentaire rétinien (EPR) constitue un
feuillet interne, et la rétine neurale constitue un feuillet externe. L’EPR est une monocouche
cellulaire. En revanche, la rétine neurale se décompose en couches cellulaires bien distinctes. Cette
organisation permet la séparation des corps cellulaires, et des processus qui leurs sont associés.
Schématiquement, la structure rétinienne se compose de couches nucléaires entre lesquelles
s’'interposent des couches plexiformes composées des contacts synaptiques opérés entre les corps
cellulaires de deux couches nucléaires voisines. Ainsi, de 'extérieur vers l'intérieur du globe oculaire, la
rétine neurale se compose successivement (Figure 30):

e des segments externes des cellules photoréceptrices

e des segments internes des photorécepteurs

e dela couche nucléaire externe (notée ONL, pour Outer Nuclear Layer), composée des corps
cellulaires des photorécepteurs

e delacouche plexiforme externe (notée OPL, pour Outer Plexiform Layer), couche synaptique
entre les neurones photorécepteurs et les cellules bipolaires de la couche inférieure

e dela couche nucléaire interne (notée INL, pour Inner Nuclear Layer), composée des noyaux
des neurones situés dans cette région intermédiaire de la rétine neurale, a savoir les cellules
bipolaires, amacrines et horizontales

e dela couche plexiforme interne (notée IPL, pour Inner Plexiform Layer), couche synaptique

entre des neurones bipolaires et les cellules ganglionnaires de la couche inférieure
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e de la couche des cellules ganglionnaires (notée GCL, pour Ganglionnar Cells Layer),
composée des noyaux des cellules ganglionnaires
e etenfin de la couche des fibres nerveuses, composée des axones des cellules ganglionnaires

qui se rejoindront pour constituer le nerf optique.

La densité de neurones au sein de chaque couche varie selon la région de la rétine considérée,

localisée plus ou moins proche de I'axe optique.
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Figure 30 : Représentation schématique de la structure cellulaire de la rétine.

ONL : couche nucléaire externe ; OPL : couche plexiforme externe ; INL : couche nucléaire interne ; IPL :
couche plexiforme interne ; CGL : couche des cellules ganglionnaires.

5.1.3 Le feuillet externe de la rétine : I'Epithelium Pigmentaire Rétinien (EPR)

Inséré entre la rétine neurale et la choroide de I'ceil, I’épithélium pigmentaire rétinien (EPR) est
une monocouche de cellules adhérentes a la tunique uvéal du globe oculaire et englobant en partie
les segments externes de photorécepteurs (couche de cellules la plus externe de la rétine neurale) (Figure
30). L’EPR constitue une barriére hémato-rétinienne externe. Ces cellules jouent un role primordial dans
I'homéostasie de la rétine neurale, en participant a I'apport de nutriments et a I'évacuation des déchets
créé par les photorécepteurs, mais aussi et surtout en phagocytant leurs disques membranaires, assurant

ainsi le renouvellement des segments externes des photorécepteurs (SanGiovanni and Chew, 2005;




Strauss, 2005). L’EPR est un feuillet dans lequel abondent les pigments mélaniques, ce qui permet, en

outre, d’absorber les rayons lumineux parasites.

5.1.4 Le feuillet interne de la rétine : la rétine neurale

La rétine neurale est 'emplacement clé des phénomenes de réception et de transmission de
I'information lumineuse. Ces fonctions peuvent étre assurées grace a une organisation rigoureuse des
différentes cellules qui composent ce tissu en couches distinctes. Chacune d’entre elles jouent un réle

bien précis dans le fonctionnement rétinien.

Les cellules photoréceptrices

Les photorécepteurs des vertébrés sont des neurones trés spécialisés, responsables de la
perception des rayons lumineux et de leur conversion en signal électrique compréhensible par le
systeme visuel. Morphologiquement, ces cellules sont composées d’'un segment externe capable de
traduire l'information lumineuse en un signal électrique, et un segment interne qui n’est autre que le
corps cellulaire contenant le noyau et 'ensemble des organites nécessaires au métabolisme cellulaire
(Figure 31). Le segment interne se termine par un prolongement synaptique lui permettant d’établir le
contact avec les cellules neuronales de la couche immédiatement inférieure, en particulier les cellules
bipolaires. C’est le segment externe des photorécepteurs qui est la partie sensible a la lumiére. Il est
composé selon une structure lamellaire, orientée perpendiculairement a 'axe du photorécepteur, qui

contient les photopigments.
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Figure 31 : Représentation schématique de cellules photoréceptrices
de type batonnet et de type cone.




Il existe 2 catégories de photorécepteurs : les cones et les batonnets. Bien que trés similaires du
point de vue de leur constitution, ces 2 types cellulaires différent non seulement par leur morphologie
mais aussi par leur fonction.

D’un point de vue morphologique, les batonnets ont un segment externe cylindrique, composé d'un
empilement de saccules ou disques. Ceux-ci sont contenu a l'intérieur de la membrane plasmique, et en
sont donc complétement séparés. Le segment interne des batonnets est fin et allongé. A l'inverse, les
cones ont un segment externe avec une structure lamellaire composée de repli de la membrane
plasmique sur elle-méme. De plus, le segment interne des cones est plus large et plus court que celui des

photorécepteurs de type batonnet (Figure 32).

adapté de Webvision, the organization o? the retina and visual system

Figure 32 : Images par microscopie électronique de batonnets (a gauche, rods) et de cones (a
droite, cones) de primate.

Les photorécepteurs de type batonnet sont plus fins et allongés, tandis que les photorécepteurs de
type cone sont plus courts et larges. Notons aussi la différence de taille des segments externes entre
ces deux types cellulaires. o.s. : segment externe ; i.s. : segment interne. Barre d’échelle : 3 um.

Un agrandissement (en haut a droite, barre d’échelle: 0,1 um) permet d’apprécier la structure
lamellaire, composée de disques, des segments externes des cellules photoréceptrices.

Pour ce qui est de la fonction, les batonnets se caractérisent par un seuil de stimulation tres bas (1
seul photon suffit a les stimuler), alors que les cones ont un seuil de stimulation beaucoup plus élevé (une
centaine de photons). Ainsi, en condition lumineuse normale, c’est-a-dire en lumiere du jour, les
batonnets sont saturés et seuls les cones sont en mesure d’encoder 'intensité lumineuse regue par la
rétine. Les cones possédent alors une tres bonne résolution spatiale. Cependant, les batonnets sont de

bons détecteurs des faibles luminosités, situations dans lesquelles les cOnes ne sont pas actifs de par leur




seuil de stimulation trop élevé. De plus, les cones assurent la vision des couleurs, tandis que les batonnets
fournissent une vision achromatique. Enfin, les batonnets contiennent plus de pigments photosensibles

que les cones, et le renouvellement des disques de leur segment externe est plus rapide (Figure 33).

Batonnets Cones
Seuil de stimulation bas (1 photon suffit) « « Seuil de stimulation haut (100 photons)
-+ Saturation en situation d'éclairement normal —+ Action en situation en éclairement normal
(lumiére du jour) (lumiére du jour)
=+ Détection de faibles luminosités —+ Encodage de l'intensité lumineuse
Vision achromatique « « Vision des couleurs
Grande quantité de photopigments « « Plus faible quantité de photopigments

Figure 33 : Différentes fonctions assurées par les 2 types de photorécepteurs.

Chez 'homme, les cones sont localisés en forte densité dans et pres de la fovéa (150000 a 180000
cones/mm?), et plus on s’éloigne de 'axe optique, plus la densité des photorécepteurs de type cone
diminue (6000 cones/mm? a 1,5cm de la fovea) et celle des cellules de type batonnet augmente (environ
8000 batonnets/mm? A 4cm de la fovea) (Osterberg, 1937) (Figure 34). Ceci explique les différences
fonctionnelles entre la rétine centrale et la rétine périphérique. Chez la souris, qui est un animal nocturne,
la densité des batonnets est plus importante pour assurer la vision de nuit. La rétine murine ne présente
pas de pic de densité de cones. Les densités de cones et de batonnets sont peu variables entre la zone

centrale de la rétine et son immédiate périphérie (Masland, 2012).
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Figure 34 : Représentation graphique de la densité des deux types de photorécepteurs
en fonction de la distance a I’axe optique.

Les photorécepteurs de type cone sont fortement concentrés au centre de la rétine, tandis que
les photorécepteurs de type batonnet sont présents de maniere plus périphérique.




Le photopigment des batonnets est la rhodopsine. Représentant a elle seule 90% des protéines
du segment externe des batonnets, la rhodopsine est la protéine majeure des membranes des disques.
Elle résulte de 'association d’'une macromolécule protéique, nommeée opsine, avec un chromophore, le
11-cis rétinal. L’'opsine s’enroule sur elle-méme pour former 7 hélices transmembranaires (Hargrave et
al,, 1984) (Figure 35A). L'extrémité N-terminale est intradiscale, tandis que la C-terminale est dans le
cytoplasme du segment externe (Figure 35A). Le cis rétinal est confiné a l'intérieur de la chaine de
I'opsine, de maniéere paralléle a la membrane du disque. La structure chimique de 'opsine se compose
d’'un cycle carboné associé a une chaine hydrocarbonée, terminée par un aldéhyde, présentant une

alternance de liaisons simples et de liaisons doubles (Figure 35B).

adapté de Hargrave et al.
et de Lehninger Principles of Biochemistry 5th edition

Figure 35 : Photopigment des cellules de type batonnet.

(A) Structure moléculaire de la rhodopsine et son insertion dans la membrane des
disques des segments externes des photorécepteurs. Les domaines transmembranaires de
la protéine sont indiqués en chiffres romains.

(B) Molécule de rétinal. Le 11-cis rétinal s'isomérise en tout-trans rétinal sous l'effet d’'une
photostimulation.




La liaison du 11-cis rétinal a 'opsine entraine un déplacement de ses électrons m, ce qui rend la
molécule particulierement sensible a l'excitation photonique (Figure 35B). Ces électrons sont
particulierement excités par les longueurs d’'onde élevées, d’'ou un maximum d’absorption de la
rhodopsine a 498 nm. Le photopigment des cones, 'iodopsine, est similaire a la rhodopsine. Elle se
compose elle aussi d'une molécule de 11-cis rétinal reliée a une opsine. Cependant, dans les cones, il
existe différentes opsines, chacune ayant une spécificité qui confére au photopigment une longueur
d’onde d’absorption qui lui est propre. Ainsi les cones se distinguent en 3 catégories selon qu’ils
possedent une opsine absorbant a 450nm, 520nm ou 560nm. Respectivement, ce sont alors des cones
sensibles a la lumiére bleue (cones S, « short »), verte (cones M, « medium ») ou rouge (cénes L, « long »)

(Brown and Wald, 1963; Dowling, 1987) (Figure 36).

adapté de Dowling et al. 1987

Figure 36 : Longueurs d’onde d’absorption des différents types de cones.

La courbe en noir représente I'absorption des batonnets.

Les segments externes des cellules photoréceptrices, cones comme batonnets, sont constamment en
renouvellement. La partie apical d’'un photorécepteur est entourée par les microvillosités des cellules
de I'EPR. Ces dernieres vont assurer la phagocytose d’'un morceau de segment externe (les disques les
plus externes) afin de le cliver et le séparer du photorécepteur. Le phagosome ainsi extrait sera
transporté dans le cytoplasme de la cellule de I'EPR afin d’étre totalement lysé. Cette destruction
progressive du segment externe du photorécepteur est compensée par l'assemblage, a sa base, de
nouveaux disques. Cet équilibre entre destruction et création assure le maintien d’'une longueur

constante du segment externe du photorécepteur.




Les cellules bipolaires

Les cellules bipolaires sont localisées au sein de la couche nucléaire interne. Leurs prolongements
dendritiques projettent pour part dans la couche plexiforme interne afin de réaliser un contact
synaptique avec les cellules photoréceptrices. Elles regoivent ainsi les influx nerveux nés dans les
photorécepteurs. D’autre part, leurs prolongements axonaux projettent dans la couche plexiforme
interne. Dans cette couche, les cellules bipolaires peuvent transmettre 'information recue aux neurones
situés en aval dans la chaine neuronale rétinienne : les cellules ganglionnaires. Les cellules bipolaires ne
créent pas de potentiel d’action. L'information est conduite de maniere purement électrique le long de la
membrane cellulaire. Deux types de cellules bipolaires sont distingués d’aprés leur mode de
fonctionnement : les cellules bipolaires ON et les bipolaires OFF. Les premiéres entrent en activité en

condition lumineuse alors que les secondes sont actives en condition d’obscurité.

Les cellules ganglionnaires

Situées dans la couche la plus interne de la rétine neurale, les cellules ganglionnaires sont les derniers
relais de la chaine des neurones rétiniens. Tout comme pour les cellules bipolaires, les cellules
ganglionnaires se distinguent en deux catégories, les cellules ON et les cellules OFF, actives ou inactives
selon les conditions lumineuses. Elles recoivent de maniére sélective les informations provenant des
cellules bipolaires, elles-mémes sélectives selon les conditions lumineuses, mais aussi des cellules
amacrines. Les axones des cellules ganglionnaires constituent la fibre sortant de la rétine pour rejoindre
I'encéphale. IIs se rejoignent en un seul point de la rétine, qui représente le départ du nerf optique. Dans
cette région, aucune cellules photoréceptrices ne peut percevoir les rayons lumineux, donc aucune
information sensorielle ne peut étre générée. Cette perte d’'informations explique la présence d'un point

aveugle dans le champ de vision.

Les cellules horizontales et amacrines

Les cellules horizontales et amacrines sont des cellules dites d’association. Elles sont localisées
toutes les deux dans la couches nucléaire interne. Les premieres se situent dans la partie externe de cette
couche, proche de la couche plexiforme externe, tandis que les deuxiemes se situent pres de la couche
plexiforme interne. Les cellules horizontales réalisent des contacts synaptiques avec les cellules
photoréceptrices mais aussi avec des cellules bipolaires. De plus, elles communiquent entre elles grace a
des jonctions gap. Cette architecture permet une transmission horizontale d’informations: un
photorécepteur transmet ainsi a plus de cellules bipolaires, et une cellule bipolaire regoit des
informations provenant de plusieurs photorécepteurs. Les cellules amacrines réalisent une fonction
similaire entre les cellules bipolaires et les cellules ganglionnaires. Ces cellules permettent donc une

distribution centrifuge de I'information visuelle au sein de la rétine.




Les cellules gliales de la rétine

Larétine possede 3 types de cellules gliales : les cellules de Miiller, les astrocytes etles cellules
microgliales.

Les cellules de Miiller sont les cellules giales majoritaires de la rétine. Ces cellules macrogliales
traversent toute I'épaisseur de la rétine, et sont capitales dans le maintien de la structure et du
métabolisme de la rétine (Figures 37 A et B). En effet, ces cellules sont polarisées, avec un corps cellulaire
localisé dans la couche nucléaire interne et deux extensions qui s’étendent de maniere opposée. D'un coté
une extension forme des microvillosités pour entourer les photorécepteurs, et de 'autre une extension
constitue un pied au niveau de la limite interne de la rétine. Ces cellules sont donc dites radiaires, et sont
paralleles 'une par rapport aux autres. Chaque cellule de Miiller s’associe avec des neurones de chaque
couche rétinienne traversée et réalise des interactions métaboliques et fonctionnelles avec eux. Ainsi
chaque cellule de Miiller constitue le squelette d’'une colonne cellulaire. A titre d’exemple, chez 'homme,
une cellule de Miiller est entourée d’environ 15 neurones, dont 10 photorécepteurs environ
(Reichenbach and Bringmann, 2010). La cellule de Miiller jouent ainsi un réle trés important dans la
capture des neurotransmetteurs libérés par les terminaisons synaptiques des différents neurones, et
permet d’éviter les effets d’excitotoxicité. La cellule de Miiller peut ensuite délivrer ses
neurotransmetteurs, métabolisés ou non, aux neurones voisins. Elle régule donc de maniére indirecte
'activité neuronale de la rétine. En particulier, la cellule de Miiller métabolise le glutamate en glutamine,
essentielle au fonctionnement neuronal (Bringmann et al, 2006). Les cellules de Muller participent
également au métabolisme lipidique de la rétine, a la régulation du pH par la capture du dioxyde de
carbone et au stockage du glycogene et sa glycogénolyse (Reichenbach and Bringmann, 2010). Enfin, elle
estimpliquée dans le maintien de la fonction des photorécepteurs en secrétant des facteurs de croissance
et des facteurs tropiques nécessaires a leur survie (Shen et al,, 2012). La cellule de Miiller assure donc
tout un panel de fonctions impliquées dans la régulation du métabolisme de '’ensemble des

neurones rétiniens.
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Figure 37 : Marquages immunohistologiques de cellules de Miiller.

(A) Cellules marquées (en vert) dans une coupe de rétine de cochon d’inde. Cellules marquées par
Mitotracker Orange. GCL : couche des cellules ganglionnaires ; IPL : couche plexiforme interne ; INL:
couche nucléaire interne; OPL: couche plexiforme externe; ONL: couche nucléaire externe. Barre
d’échelle : 20 pm. Adapté de Bringmann et al. 2006.

(B) Cellules marquées (en vert) dans une coupe de rétine poisson zébre. Marquage de la glutamine
synthétase (en vert). Adapté de Phillips et al. 2011.

Les cellules de Muller traversent I'intégralité de la rétine afin d’assurer ses multiples fonctions et jouer
un role structurant.

Les astrocytes sont des cellules macrogliales. Elles sont localisées au niveau de la couche des fibres
nerveuses, a la surface de la rétine interne. La fonction principale des astrocytes est d’orienter et de
faire migrer les cellules endothéliales afin de former le réseau vasculaire superficiel de la rétine.
C’est pourquoi les astrocytes, qui ont une morphologie étoilée, forment un réseau en forme de nid
d’abeille qui servirait de support pour le développement du systéme vasculaire rétinien (Dorrell et al.,
2002). Cette trame permettrait de maintenir l'intégrité du systéme vasculaire tout en le limitant pour
éviter la fuite et la migration de vaisseaux vers le vitré de I'eeil (Zhang and Stone, 1997). Les astrocytes
et les cellules de Miiller peuvent communiquer par le biais de jonction gap (Newman, 2003).

Localisées dans les couches plexiformes interne et externe, les cellules microgliales sont les
principales cellules immunitaires de la rétine en condition physiologique. En condition
pathologique, elles s’activent et s’Taccumulent dans I'espace sous rétinien, avant de migrer vers les zones

endommagées.

La rétine est par conséquent un tissu neurosensoriel particuliéerement stratifié et spécialisé,

permettant une perception et une transmission de I'information lumineuse trés organisée.




5.1.5 La réponse rétinienne a un stimulus lumineux : I’Electrorétinogramme (ERG)

L’organisation stratifiée de cellules spécialisées au sein de la rétine se reflete dans la fonctionnalité
de cette derniére. En effet, la réponse électrophysiologique rétinienne a un stimulus lumineux illustre
également une transmission électrique progressive et organisée au sein des couches cellulaires de la
rétine.

La survenue d’un stimulus lumineux engendre une modification du potentiel électrique de
I'ceeil chez le vertébré qui le percoit. Cette activité électrique est causée par la réponse spécifique
de la rétine a la stimulation lumineuse, dénommée électrorétinogramme. La réponse
électrophysiologique de la rétine a un stimulus lumineux peut donc étre spécifiquement enregistrée et
étudiée grace a la technique du méme nom, notée ERG.

Concretement, 'ERG est enregistré via la mesure en temps réel du potentiel d’action entre deux
électrodes, I'une placée directement sur la cornée (électrode de mesure) et 'autre en contact avec une
région quelconque de la téte de l'animal (électrode de référence). Ce montage peut également
s’accompagner d'une électrode de terre. L'enregistrement d'un ERG (Figure 38) s’effectue classiquement
sur une rétine adaptée a l'obscurité (dite « dark-adapted ») soumise a un flash lumineux. Cet
enregistrement permet de mesurer majoritairement la réponse des photorécepteurs de type cones. On
parle d’ERG scotopique. Sila rétine est adaptée alalumiere, on parle alors d’ERG photopique etla réponse

enregistrée devra étre analysée en tant que réponse due aux photorécepteurs de type batonnet.
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Figure 38 : Allure d'un électroretinogramme humain.

Un ERG peut étre divisé en 3 grandes ondes, notées a,b et c (Figure 38). L’origine moléculaire et
cellulaire de ces différentes grandes composantes reste a éclaircir, mais les différentes ondes peuvent
étre étudiées pour apporter des informations capitales sur I'état de fonctionnalité de la rétine et de ses

diverses composantes.




En premier lieu, le signal électrique de 'ERG connait une inflexion négative, nommée onde a
(Figure 38). Cette premiére réponse temporelle est le courant créé par la lumiére, c’est-a-dire qu’elle
refléte la diminution du courant d’obscurité lors de 'absorption de I'énergie lumineuse par les segments
externes des cellules photoréceptrices (Penn and Hagins, 1969; Sillman et al.,, 1969). Ceci explique que
I'onde a soit négative, car elle reflete 'hyperpolarisation des segments externes des photorécepteurs.
C’est pourquoil’onde a de I'ERG est considérée comme I’onde reflétant la capture de la lumiere par
les cellules photoréceptrices. L’amplitude de 'onde a varie avec I'intensité du signal lumineux percu,
et sa durée dépend de la rapidité avec laquelle la rétine connaitra une dépolarisation globale.

Immédiatement apres I'onde a, le signal de 'ERG montre une forte augmentation positive (Figure
38), traduisant une importante dépolarisation des cellules rétiniennes. Cette partie de 'ERG, nommée
onde b, est I'onde la plus étudiée car représentant la majeure partie de I'enregistrement de 'ERG et
apportant de précieuses informations sur le fonctionnement rétinien. L’onde b trouve son origine dans
les cellules en position post-synaptique des photorécepteurs (Furukawa and Hanawa, 1955; Sillman
etal, 1969; Pepperberg and Masland, 1978). L’origine cellulaire exacte de 'onde b n’est pas connue, mais
des enregistrements ont identifiés que le courant est localisé entre la rétine proximale et la rétine distale.
C’est pourquoil’onde b a été généralement attribué a la réponse des cellules de Miiller, ces cellules gliales
montrant une distribution spatiale similaire a 'onde b (Miller and Dowling, 1970). Cette réponse
refléterait un changement de potentiel de membrane de ces cellules dans leur partie distale, en réponse
a une variation du taux extracellulaire de potassium dans la couche plexiforme externe (Miller and
Dowling, 1970). Cette augmentation est générée par les cellules bipolaires en réponse a une stimulation
lumineuse (Dick and Miller, 1985), qui se dépolarise donc suite a une activité des photorécepteurs. Par
conséquent, le signal électrique émit par les cellules de Miiller, et visible via I'onde b de I'ERG, refléete la
transmission du signal électrique entre les cellules photoréceptrices et les neurones plus internes de la
rétine neurale. L’ensemble de ces informations confirme que l'onde b reflete la transmission
d’informations électriques au sein de la rétine interne, suite a I'émission de signaux électriques des
cellules photoréceptrices photostimulées.

Enfin, 'onde c de 'ERG (Figure 38) résulte d’'une activité des cellules de I'EPR (positive) mais
également de l'activité de la rétine neurale (négative) en cas de stimulation lumineuse (Noell, 1954). Ces
deux éléments s’additionnent et composent 'onde ¢ de I'ERG. Par conséquent, I'onde c atteste de
I'intégrité des photorécepteurs, des cellules de I'EPR et de l'interaction entre ces deux couches
cellulaires (Perlman, 1995).

L’ERG peut également renseigner sur I'évolution de la réponse électrophysiologique d’une rétine
soumise a des stimulations d’intensité croissante. La réalisation d’ERG successifs avec des flashs
lumineux de plus en plus intenses permet de visualiser cette évolution. La mesure des amplitudes des
ondes a et b pour chaque intensité lumineuse imposée permet d’étudier la sensibilité rétinienne. En
reportant ces amplitudes de réponse sur une représentation graphique en fonction de la luminance du
stimulus imposé, appelée courbe de sensibilité, divers paramétres du fonctionnement rétinien peuvent

étre étudiés (Figure 39). Tout d’abord, 'amplitude maximale de 'onde a, notée Amax, renseigne sur la



réponse maximale que les cellules photoréceptrices peuvent fournir. De méme, 'amplitude maximale de
I'onde b, notée Bmax, renseigne sur les capacités de transmission des informations électriques au sein de
la rétine interne. La pente de la courbe de sensibilité de b, notée n, indique I'élévation d’énergie fournie
par la rétine pour une augmentation donnée d’intensité lumineuse. Autrement dit, ce parametre indique
également 'augmentation lumineuse nécessaire pour induire une certaine élévation dans 1'énergie
transmise au sein de la rétine interne. Ce parametre peut donc étre assimilé a la sensibilité de la rétine.
Enfin, I'intensité lumineuse a laquelle I'onde b atteint la moitié de son amplitude maximale, notée K,

renseigne sur la saturation de la rétine étudiée.
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Figure 39 : Exemple de courbes de sensibilité rétinienne.

Les courbes de sensibilité sont obtenues a partir d’'ERG réalisés avec des stimuli lumineux
croissants.

Amax : amplitude maximale de 'onde a ; Bmax : amplitude maximale de 'onde b ; n : pente de la courbe
de sensibilité de 'onde b ; K : intensité lumineuse nécessaire pour atteindre Bmax/2.

L’électrorétinogramme est ainsi une technique compléete permettant I'étude du
fonctionnement rétinien, de la perception des stimuli lumineux par les photorécepteurs jusqu’a

la transmission de I'information électrique au sein de la rétine interne.

5.1.6 L’information visuelle nait dans la rétine ...

L’origine de la réponse électrophysiologique rétinienne face a un stimulus lumineux se trouve
dans la réponse, stratifiée elle aussi, des cellules de la rétine, dont la structure en couches permet
une transmission organisée de l'information visuelle. L’initiation de la réponse du systéme visuel a
un stimulus lumineux se déroule dans les couches les plus internes de la rétine avec un mécanisme

moléculaire appelé phototransduction.




Etape 1 : La phototransduction

Lors d’une exposition a la lumiére, la configuration du 11-cis rétinal se modifie pour obtenir
du tout-trans rétinal. Cette isomérisation du rétinal engendre un changement de conformation de
I'opsine sur laquelle il est fixé, et par conséquent une modification de la rhodopsine en méta-rhodopsine
II, dans les batonnets. La conversion du rétinal a aussi pour conséquence de rendre spontanée ’hydrolyse
de la liaison entre ce chromophore et I'opsine. Le tout-trans rétinal diffuse alors librement, et est repris
par les cellules de 'EPR afin d’étre reconverti en cis-rétinal. La conversion de la rhodopsine en méta-
rhodopsine Il active une protéine de la membrane des segments externes : la transducine. Cette molécule
estune protéine G dont I'activation active a son tour une phosphodiestérase qui dégrade le GMPc en GMP.
La diminution du taux de GMPc entraine la fermeture des canaux Na*, ce qui engendre ’hyperpolarisation
de la membrane. Dans les faits, cette cascade est amplifiée : 'isomérisation d’'une seule molécule de
rhodopsine induit une chute importante du taux de GMPc intracellulaire et une fermeture massive de
canaux sodiques. Ce phénoméne explique que le seuil de sensibilité des batonnets soit aussi bas, quelques
photons étant nécessaire pour former un potentiel des récepteurs de type batonnet. Les mémes

mécanismes ont lieu dans les cones.

Etape 2 : la transmission aux cellules bipolaires

L'information née dans les cellules photoréceptrices est transmise aux cellules bipolaires
sous-jacentes. La transmission se fait par le glutamate. Dans l'obscurité, les photorécepteurs sont
légérement dépolarisés. Les canaux Na* de ces cellules, en position pré-synaptique, sont donc ouverts, ce
qui induit une libération de glutamate par les photorécepteurs. Ce phénomeéne est appelé courant
d’obscurité : en absence de stimulation lumineuse, les photorécepteurs libérent en continu du glutamate
dans la couche plexiforme externe. Lors d'une stimulation lumineuse, le photorécepteur s’hyperpolarise,
ce qui engendre un arrét de la libération de glutamate. L'impact du glutamate sur les cellules constituants
le terminal post-synaptique est différent selon le type de cellules bipolaire considéré. En effet, les cellules
bipolaires OFF ouvrent leurs canaux cationiques dépolarisants lors de la réception de glutamate. Ces
cellules sont donc excitées en condition d’obscurité. A I'inverse, d’autres cellules bipolaires, dites ON,
ferment leurs canaux Na* GMPc-dépendant en réponse a la réception de glutamate. La cascade
mécanistique est la méme que celle opérant dans le photorécepteur lors d’'une stimulation lumineuse.
Les cellules bipolaires ON sont donc excitées en cas de stimulation lumineuse. Ainsi, quelles que soient
les conditions lumineuses, il existe en permanence un courant dans les cellules rétiniennes, assurant une
information constante sur l'environnement lumineux de lindividu. De plus, comme expliqué
précédemment, les cellules horizontales participent a la transmission de l'information entre des
récepteurs situés latéralement. En outre, plusieurs cellules horizontales communiquent entre elles, ce
qui augmente l'étendue de des connexions latérales. Ainsi, les informations issues d'une cellule
photoréceptrice sont transmises a plusieurs cellules bipolaires, et une cellule bipolaire recoit les

informations provenant de plusieurs photorécepteurs.



Etape 3 : la transmission aux cellules ganglionnaires

Par la suite, les cellules bipolaires transmettent I'information aux cellules ganglionnaires,
situées en aval dans la chaine des neurones rétiniens. Les cellules amacrines participent elles aussi a la
transmission de I'information vers les cellules ganglionnaires. A 'interface entre les cellules bipolaires et
les cellules ganglionnaires, elles sont I'équivalent fonctionnel des cellules horizontales. A 'image des
cellules bipolaires, les cellules ganglionnaires sont de deux types. Les ganglionnaires ON sont excitées
par les cellules bipolaires ON, et sont donc activées par une stimulation lumineuse. A l'inverse, les
ganglionnaires OFF sont excitées par les cellules bipolaires OFF, et donc s’activent a I'extinction de la
lumiére. D’un point de vue fonctionnel, les cellules ganglionnaires se différencient en 2 catégories. Les
cellules dites M, de grandes dimensions avec des dendrites peu nombreuses mais étendues, ont un champ
de perception large qui les rend sensibles au mouvement mais peu précises dans la vision des formes.
Elles se localisent plutdt dans la périphérie de la rétine. Les cellules dites P, a 'inverse, sont de petite
taille, ce qui leur offre un champ de perception tres local et leur permet d’étre précis dans la localisation
de la source de I'information. Elles participent aussi a la vision des couleurs. Les cellules P se localisent

au centre de la rétine, dans la partie fovéale.

Les informations lumineuses nées dans la rétine empruntent le nerf optique, constitué des
axones des cellules ganglionnaires, pour poursuivre leur chemin vers les aires cérébrales du

systéme visuel.

5.1.7 ... et poursuit son chemin dans les aires cérébrales

L’ensemble des informations provenant des cellules ganglionnaires de la rétine est intégré au
niveau cérébral. Les axones de ces cellules, constituant le nerf optique, passent a travers le

chiasma optique, puis projettent vers les centres supérieurs (Figure 40).
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Figure 40 : Projection des informations lumineuses de la rétine vers les aires cérébrales.

Les nerfs optiques se croisent au niveau du chiasma optique, puis projettent vers les corps
genouillés latéraux (CGL) et les colliculi supérieurs (CS). Les corps genouillés latéraux projettent
a leur tour vers le cortex visuel primaire.



Une premiére intégration au niveau sous-cortical

La projection aux aires cérébrales se dissocie en deux faisceaux principaux. Le faisceau
principal aboutit dans le corps genouillé latéral (CGL), un noyau localisé dans le thalamus (Figures
40 et 41). Dans le CGL, les fibres provenant des cellules P se terminent dans les 4 couches dites
parvocellulaires, tandis que les cellules M projettent dans les 2 couches dites magnocellulaires. Les
couches parvocellulaires sont les couches les plus externes du CGL, et sont composées de petites cellules,
tandis que les couches magnocellulaires sont les couches les plus internes et sont composées de neurones
plus gros (Figure 41). Les neurones du CGL projettent directement dans le cortex visuel primaire. Les
neurones du CGL ont un traitement de I'information similaire a celui des cellules ganglionnaires de la
rétine. Le traitement qui s’y produit n’est donc pas trés important, il a pour role principal de renforcer le
contraste entre le centre et la périphérie du champ de vision et améliorer la sensibilité au mouvement.

Un second faisceau aboutit dans le colliculus supérieur (CS) (Figures 40 et 41). Les projections
d’'informations visuelles issues de la rétine vers le colliculus jouent un réle primordial dans le contréle

des mouvements oculaires.
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Figure 41 : Noyau géniculé latéral et colliculus supérieur.

(A) Localisation cérébrale et structure lamellaire du noyau géniculé latéral (LGN). D’apres
fourier.eng.hmc.edu. Ici, dans un cerveau humain, vu en coupe coronale. Schématiquement, le LGN est
composé de 6 couches celluliares, 2 couches magnocellulaires et 4 couches parvocellulaires.

(B) Localisation cérébrale du colliculus supérieur et colliculus inférieur. D’apres
scientistcindy.com.. Ici, dans un cerveau ovin, vu en coupe sagitale.



Un traitement principal de I'information dans le cortex visuel

Le traitement principal de I'information visuelle a lieu dans le cortex visuel primaire. Cette
aire se compose de 6 couches. Les noyaux du CGL projettent dans des neurones de la couche 4, qui ne
sont que de simple relais de I'information visuelle provenant du thalamus. La plupart des cellules de la
couche 4 projettent vers une seule cellule dite « simple », dont le champ récepteur résulte d’'une simple
sommation des informations recues par plusieurs cellules, ce qui représente le premier niveau
d’intégration de I'information visuelle dans le cortex visuel primaire. D’autres neurones, dits complexes
et hypercomplexes, répondent eux a certains types de stimulation de certains points du champ visuel, a
'orientation du stimulus, ou encore a son mouvement. Ceci permet une intégration plus complexe de
I'information visuelle. Ainsi, les neurones du cortex visuel integrent progressivement l'information
visuelle, en la traitant de maniére séquentielle, en fonction de propriétés de plus en plus
spécifiques.

L’'information visuelle sera traitée en circulant dans les différentes couches du cortex visuel primaire.
En effet, ces couches sont interconnectées grace a un ensemble d’interneurones créant un véritable
réseau intracortical. Ces interneurones sont composés de cellules étoilées. Certaines ont un arbre
dendritique avec peu d’épines, et font partie d’'un réseau inhibiteur, libérateur de GABA. Les autres, avec
un arbre dendritique trés épineux, sont des cellules excitatrices et utilisent le glutamate comme
neurotransmetteur. L'ensemble de ces cellules étoilées permet une projection des informations de la
couche corticale 4 vers les couches 2 et 3, principalement. Enfin, le cortex visuel comporte des cellules
pyramidales, localisées principalement dans les couches profondes 5 et 6, mais aussi dans les couches 3
et 4. Ces neurones projettent vers des structures extérieures au cortex visuel, soit vers d’autres aires

corticales, soit vers des zones sous-corticales.

Une intégration de I'information dans les aires visuelles secondaires

Le cortex visuel primaire est entouré d’aires visuelles secondaires qui participent au
traitement et a I'intégration des informations visuelles. Sans plus détailler 'ensemble de ces aires
cérébrales, il est intéressant de poursuivre le cheminement des informations de la voie M et de la voie P
précédemment décrites. Les informations provenant du CGL parvocellulaire, aprés avoir été relayées
dans la couche 4 du cortex visuel puis transité dans 'ensemble des couches du cortex primaire se
projettent dans le cortex péristrié puis vers des aires temporales (Figure 42). Le traitement et
I'intégration dans ces zones sont associés a la détection des formes et a 'analyse de la couleur d’un objet.
Le systéme P est donc spécialisé dans la reconnaissance d’un objet. Les informations provenant
du CGL magnocellulaire font relais dans la couche 4 du cortex visuel primaire et se projettent ensuite
dans le cortex secondaire puis sur 'aire médiotemporale et le cortex pariétal, qui sont des aires dorsales
(Figure 42). Celles-ci sont associées aux processus de détection de 'emplacement d’'un objet dans
I'espace plutét qu’a sa reconnaissance. Le systeme M est donc spécialisé dans la relation entre

I’'espace et le mouvement ainsi qu’a la sensibilité a la profondeur. Ainsi, le traitement de



I'information visuelle se déroule en parallele, dans différentes structures cérébrales, ce qui

permet I'analyse de différents parameétres (couleur, forme, mouvement) en méme temps.
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Figure 42 : Projections de I'information visuelle depuis le cortex visuel primaire.

La voie vers MT représente la voie dorsale du signal visuel, tandis que la voie vers V4
correspond a la voir ventrale du systéme visuel. V2 : 2nde ajre rétinotopique ; V4 : 4éme aire
rétinotopique, ventrale ; MT : 5éme aire rétinotopique, dorsale.

Enfin, des informations visuelles provenant du cortex visuel primaire mais aussi des aires visuelles
secondaires projettent sur le colliculus. Cette structure subcorticale s’est révélée étre impliquée dans la
réalisation des saccades oculaires, mouvements involontaires et rapides des globes oculaires. En
particulier, ces mouvements de saccades rapides, entrecoupés de période de fixation, interviennent dans
certaines situations nécessitant une poursuite visuelle d’'un objet ou d’'une scene. Ce phénomeéne s’appelle
le nystagmus. Il permet de suivre du regard une partie d'une scéne visuelle, de revenir vers un point de
fixation, puis de suivre de nouveau le stimulus initial. Le mouvement des yeux dans ce genre de réflexe
est controlé par des centres nerveux spécifiques, ici le colliculus avec le soutien des informations
provenant de la voie magnocellulaire. Le colliculus recoit donc des afférences en provenance aussi
bien de la rétine que des aires corticales afin de préparer la commande motrice des mouvements
oculaires, permettant une adaptation du champ visuel par un ensemble de mouvements de suivi

adapté.

5.2 La présence et les fonctions de FMRP dans la rétine

Comme dit précédemment, ce n’est que trés récemment que la présence éventuelle de la
protéine FMRP dans la rétine a été investiguée. C'est en 2014 que I'expression de la protéine FMRP a
été démontrée pour la premiere fois dans la rétine de la souris (Rossignol et al., 2014). Par la suite, cette
expression rétinienne a été confirmé chez la souris, ainsi que chez le poulet (Guimardes-Souza et al.,
2016) ainsi que dans les rétines des ommatidies de la drosophile (Wang et al., 2017b). Chez la souris,

FMRP est exprimée dans la globalité des couches cellulaires rétiniennes : dans le segment externe des



photorécepteurs, dans la couche synaptique plexiforme externe, dans les cellules bipolaires et amacrines

de la couche nucléaire interne, dans la couche synaptique plexiforme interne et enfin dans la couche des

adapté de Guimaraes-Souza et al. 2016

Figure 43 : Marquage immunohistologique montrant la présence et la répartition de la
protéine FMRP (en rouge) dans la structure rétinienne, en conditions physiologiques.

En bleu, marquage des noyaux cellulaires (par DAPI). OS: segments externes; ONL: couche
nucléaire externe ; OPL : couche plexiforme externe ; INL : couche nucléaire interne ; IPL : couche
plexiforme interne ; GCL : couche des cellules ganglionnaires. Barre d’échelle : 50 um.

cellules ganglionnaires (Guimardes-Souza et al., 2016) (Figure 43).

Chez la drosophile, le géne dfmr1 code pour la protéine notée FMRP. Tout comme chez le rongeur, la
protéine FMRP de la drosophile est fortement exprimée dans les cellules photoréceptrices, et se localise
majoritairement dans le cytoplasme de ces cellules (Wang et al., 2017b). Elle subit également une
modification post-traductionnelle de phosphorylation, sur son résidu Ser406 (Wang et al., 2017b). Tout
comme dans d’autres structures, cette protéine joue au niveau rétinien un réle de liaison a I’ARN et
d’inhibition de la traduction (Wang et al., 2017b). En particulier, la quantité de FMRP impacte la
traduction de la protéine Rh1, la rhodopsine majoritaire chez la drosophile (Wang et al,, 2017b). De plus,
I'activité de régulation de la traduction est liée a I'état de phosphorylation de la protéine FMRP
rétinienne, puisque FMRP phosphorylée est liée aux polyribosomes inactifs, et 1a déphosphorylation de
cette protéine permet a sa dissociation du complexe ribosome-FMRP (Wang et al., 2017b). C'est la
déphosphorylation de FMRP qui permet la levée de la suppression de la traduction de la rhodopsine Rh1
(Wang et al,, 2017b). L’'ensemble de ces résultats démontre le role crucial de la protéine FMRP au
niveau rétinien, cette derniére impactant la production de la protéine clé de la perception
lumineuse.

Cependant, la particularité de la présence de FMRP dans la rétine se trouve dans les mécanismes qui
entourent cette protéine : la quantité de protéine FMRP ainsi que son état de phosphorylation varient en
fonction de I'exposition a la lumiére. En effet, les quantités de FMRP et de FMRP phosphorylée sont plus

importantes dans une rétine de souris exposée a lalumiére que dans une rétine de souris maintenue dans




le noir (Guimaraes-Souza et al., 2016). Chez la drosophile, 50% des protéines FMRP sont phosphorylées
dans le noir, et une exposition a la lumiere de 30 minutes fait diminuer ce taux de moitié (Wang et al,,
2017b). De plus, une exposition de 60 minutes non seulement accentue cette diminution, mais engendre
aussi une diminution globale de la protéine (Wang et al.,, 2017b), qui ne retrouvera un taux physiologique
qu’apres plusieurs heures d’exposition a la lumiére (Wang et al,, 2017b). Il existe donc un lien entre la
protéine FMRP et la lumiére recue par la rétine: la quantité de protéine FMRP et sa
phosphorylation sont régulées par les conditions lumineuses.

De plus, I'existence d’un état transitoire lors du passage de I'obscurité a la lumiére, caractérisé par
une diminution de la quantité de FMRP ainsi que de son taux de phosphorylation avant de revenir a un
état physiologique, apporte des renseignements sur les mécanismes. Dans la rétine, la stimulation
lumineuse engendre une réduction temporaire de la phosphorylation de la protéine FMRP, ce qui
induirait 2 effets majeurs. Premiérement la déphosphorylation de FMRP engendrerait une dissociation
des complexes que cette protéine forme avec les polyribosomes, ce qui fait entrer ces derniers en activité
de traduction. Ceci génére, en particulier, une augmentation de la quantité de rhodopsine Rh1, causé par
lalevée de I'inhibition de la traduction des ARNm Rh1 (Wang et al., 2017b). De plus, la déphosphorylation
de la protéine FMRP augmente l'ubiquitination de cette derniere, et la fait donc tendre vers sa
dégradation (Hou et al,, 2006; Nalavadi et al., 2012), ce qui expliquerait la diminution de la quantité
globale de protéine FMRP (Wang et al., 2017b). Ceci léverait donc I'inhibition de la traduction des ARNm
ciblés par FMRP, et en particulier ses propres ARNm. Ce mécanisme expliquerait la diminution transitoire
de protéine FMRP lors du passage de l'obscurité a la lumiere et le retour a un niveau de FMRP
physiologique apres plusieurs heures d’exposition a la lumiére : les ARNm de la protéine FMRP sont eux-
mémes les cibles de la protéine FMRP, et la levée de I'inhibition de la traduction de ces ARNm de FMRP
expliquerait alors la restauration de la quantité globale de FMRP sur le long terme (Wang et al., 2017b).
Le niveau de protéine FMRP dans la rétine est régulé via une boucle de rétro-controéle négative en cas de
stimulation lumineuse (Figure 44).

Ainsi, la protéine FMRP est présente dans la rétine et joue un réle dans la régulation de la
traduction de protéines clés du fonctionnement rétinien, telle que la rhodopsine. De plus, sa
quantité et sa phosphorylation sont régulées par les conditions lumineuses vécues par la rétine.
Par conséquent, les conditions lumineuses impactent le réle fonctionnel joué par la protéine

FMRP dans la rétine.
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Figure 44 : Impact d’'une stimulation lumineuse sur la quantité et la fonction de régulation de la
traduction de la protéine FMRP dans les cellules photoréceptrices de la rétine.
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P : phosphorylation ; Rh : protéine rhodopsine.

5.3 Les conséquences rétiniennes de I'absence de FMRP

A la lumiére de la connaissance de la présence de la protéine FMRP dans la rétine et de son réle en
conditions physiologiques, il devenait intéressant de s’intéresser aux conséquences éventuelles de
I’absence de la protéine FMRP au niveau rétinien. Cette interrogation était d’autant plus nécessaire
que I'absence de FMRP dans les systemes sensoriels avait jusque-la été étudié majoritairement dans les
composantes cérébrales de ces systémes. L’étude des rétines du modéle murin Fmr1 KO permettait alors
de se pencher sur les impacts a différents niveaux de 'absence de FMRP dans la rétine.

En premier lieu, 'absence de FMRP trouve ses conséquences au niveau moléculaire. Aprés avoir
constaté 'absence effective et totale de la protéine FMRP, il ne fut pas étonnant, connaissant le réle clé
de cette protéine dans la régulation de la traduction de nombreux tandems gene/protéine, de remarquer
des dérégulations dans les niveaux de protéines capitales dans l'accomplissement des fonctions
rétiniennes. En effet, dans ces conditions, la rhodopsine voit son niveau diminuer d’environ 40% par
rapport aux quantités évaluées dans la rétine d’animaux controles (Rossignol et al., 2014) (Figure 45A).
Cette diminution est cohérente avec le lien mis en évidence précédemment entre la protéine FMRP et
I'expression de rhodopsine. Cependant, les résultats de Wang et associés suggéraient qu'une diminution
de FMRP augmenterait la quantité de rhodopsine. Ce résultat suggére que les mécanismes de régulation
de la traduction de la rhodopsine par la protéine FMRP ne sont pas encore parfaitement clairs. Quoi qu’il
en soit, il confirme 'implication de la protéine FMRP dans I’expression rétinienne de rhodopsine. Les
protéines pré- et post-synaptiques rétiniennes se voient également dérégulées. En particulier, la

synaptotagmine la (Sytla) pré-synaptique et les récepteurs métabotropiques du glutamate mGluR5,



post-synaptiques, connaissent une diminution de leurs quantités dans la rétine des animaux Fmr1 KO
par rapport aux animaux contrdles, de 'ordre de 30% et 20% respectivement (Rossignol et al., 2014)
(Figures 45C et D). De la méme maniere, la protéine post-synaptique PSD95 connait, elle, une
augmentation de sa quantité de 'ordre de 30% (Rossignol et al., 2014) (Figure 45B). Les quantités de
ses diverses protéines se montrent dérégulées sans que ne soit constaté de variation dans les quantités
de leurs ARN messagers respectifs dans la rétine des animaux Fmrl KO (Rossignol et al,, 2014). Ce
résultat est en parfait accord avec le role de régulation de la traduction des ARN joué par la protéine
FMRP. De plus, les dérégulations des quantités protéiques ne se limitent pas a certaines couches
rétiniennes, mais concernent bien toutes la structure de ce tissus nerveux (Rossignol et al., 2014). Ainsi,
I’ensemble des cellules rétiniennes connait des dérégulations moléculaires caractérisées par des

anomalies des quantités de protéines clés dans la réalisation les fonctions rétiniennes, de la

phototransduction a la transmission synaptique des signaux sensoriels électriques.
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Figure 45 : Marquages immunohistologiques montrant la présence et la répartition des
protéines (A) Rhodopsine (en rouge), (B) PSD95 (en vert), (C) Sytla (en vert) et (D) mGluR5 (en
vert) dans la rétine des souris WT et Fmr1 KO.

Le DAPI (en bleu) marque les noyaux cellulaires. Sytla: synaptotagmine 1a; mGIuR5 : récepteur
métabotropique au glutamate 5; ROS: segments externes des photorécepteurs; ONL: couche
nucléaire externe; OPL: couche plexiforme externe; INL: couche nucléaire interne ; IPL: couche
plexiforme interne ; CG : cellules ganglionnaires. Barres d’échelle : (A) 40 um, (B)(C)(D) 20 pm.

De fait, I'absence de protéine FMRP engendre des conséquences au niveau cellulaire. En effet, de
maniere cohérente avec les défauts de protéines synaptiques et les anomalies connues au niveau
cérébral, les neurones rétiniens présentent un plus fort caractére immature (Rossignol et al.,, 2014)
(Figures 46A et B). Parmi les cellules amacrines de la couche nucléaire interne, la proportion de neurones
d’aspect immature est plus importante dans les rétines des animaux Fmrl KO que dans celles des
animaux contrdles (Rossignol et al., 2014). Ces neurones présentent une morphologie similaire a celle

décrite au niveau cérébral en absence de protéine FMRP, avec une plus grande densité d’épines



dendritiques et des épines avec une morphologie immature (Irwin et al., 2000; Greenough et al.,, 2001;
Nimchinsky et al., 2001; Galvez and Greenough, 2005). Ainsi, en absence de protéine FMRP, les
neurones rétiniens connaissent un phénotype d'immaturité dendritique similaire a celui observé

au niveau cérébral.
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Figure 46 : Phénotype rétinien cellulaire de la souris Fmr1 KO.

(A) Marquage chimique de neurones rétiniens montrant la différence de morphologie entre
neurones matures et immatures. Les neurones immatures se caractérisent par une plus grande densité
d’épines dendritiques, ainsi que par la présence plus importante d’épines avec une morphologie
immature.

(B) Quantification des neurones rétiniens immatures constatés dans la couche nucléaire interne
chez des animaux WT et Fmr1 KO. L’absence de protéine FMRP dans la rétine engendre une plus grande
fréquence de neurones immatures.

Cependant, I'absence de protéine FMRP n’engendre pas d’anomalie de la structuration des couches
rétiniennes (Rossignol et al., 2014). En effet, I'analyse par histologie conventionnelle n’a révélé aucune
différence dans I'épaisseur des couches entre les rétines de souris Fmrl KO et d’animaux contrdle, et
donc aucune altération de I'organisation cellulaire globale de la rétine en absence de la protéine FMRP
(Rossignol et al, 2014) (Figure 47A). Ceci concerne également les segments externes des
photorécepteurs qui ne présente pas d’anomalie de taille. Cependant, I'ultrastructure des disques des
segments externes des photorécepteurs est altérée en absence de protéine FMRP, ceux-ci montrant une

anomalie de densité et d’organisation (Rossignol et al., 2014) (Figure 47B).
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Figure 47 : Structure cellulaire de rétines d’animaux WT et Fmr1 KO.

(A) Histologie conventionnelle de rétines d’animaux WT et Fmr1 KO. La mesure des différentes
couches rétiniennes n’a montré aucune anomalie d’organisation rétinienne chez les animaux Fmr1 KO.
ROS : segments externes des photorécepteurs ; ONL : couche nucléaire externe ; OPL : couche plexiforme
externe ; INL: couche nucléaire interne ; IPL: couche plexiforme interne; CGL: couche des cellules
ganglionnaires. Barre d’échelle : 15 pm.

(B) Spectroscopie électronique des segments externes des photorécepteurs de rétines d’animaux
WT et Fmr1 KO. Les segments externes des photorécepteurs privés de FMRP montrent une altération
d’organisation et de densité de leurs disques. Barre d’échelle : 50 nm.

En revanche, des altérations significatives de I'électrophysiologie rétinienne sont observées en
absence de protéine FMRP (Rossignol et al,, 2014). Les ERG enregistrés chez les souris Fmrl KO se
caractérisent par une diminution de I'ordre de 26% de 'amplitude de 'onde a (parameétre Amax) (Figure
48A) et une diminution de 'ordre de 20% de 'amplitude de I'onde b (paramétre Bmax) (Rossignol et al.,
2014) (Figures 48B). Aucune altération de la latence d’apparition des ondes a et b n’est observée
(Rossignol et al,, 2014). Cependant, le paramétre n, reflétant la pente de la courbe de sensibilité de 'onde

b, est augmenté de 'ordre de 30% chez ces animaux (Rossignol et al., 2014) (Figures 48C).
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Figure 48 : Quantification de plusieurs caractéristiques de I'électrophysiologie rétinienne
enregistrées par ERG chez les souris WT et Fmr1 KO.

(A) Amplitude maximale de I'onde a (Amax).
(B) Amplitude maximale de 'onde b (Bmax).
(C) Parametre n, pente de la courbe de sensibilité de I'onde b.

Par rapport aux souris WT, les souris Fmrl KO montrent une diminution significative de 'amplitude
maximale des ondes a et b, ainsi qu'une augmentation de leur parameétre n interprétée comme une
diminution de leur sensibilité rétinienne aux contrastes.

*p<0.05.




L’ensemble de ces observations peut étre expliqué de maniere cohérente avec les anomalies
moléculaires et cellulaires rétiniennes. En effet, la diminution de I'amplitude de I'onde a traduit une
anomalie de la perception du signal lumineux par les cellules photoréceptrices. Les segments externes
de ces derniers ne montrant pas d’anomalie morphologique, mais uniquement une altération de leur
contenu en rhodopsine, la diminution de 'amplitude de I'onde a est associée a la diminution de la quantité
de rhodopsine dans la rétine de la souris Fmr1 KO. Un résultat similaire avait également été obtenu lors
de I'étude électrophysiologique de rétines de souris knock-out pour la Rhodopsine, montrant une
diminution de 'ordre de 40% de leur contenu en Rhodopsine et une diminution de I'amplitude de 'onde
adel’ordre de 20% (Liang et al., 2004; Price etal., 2012). Les anomalies de 'onde b, quant a elles, reflétent
une altération de la transmission de l'information électrique a travers la rétine interne. Elles sont
cohérentes avec les anomalies neuronales constatées dans les rétines Fmrl KO. En premier lieu, les
anomalies dans les quantités de protéines pré- et post-synaptiques (mGluR5, PSD95, Sytla), décrites
comme étant a l'origine de déstabilisations des structures synaptiques, d'immaturité des épines
dendritiques et de la plasticité neuronale (Bilousova et al., 2009). En particulier, la diminution de PSD95
est connue pour créer des troubles de la communication entre neurones et de la plasticité (Tsai et al,,
2012). Par conséquent, les altérations protéiques causées par I'absence de la protéine FMRP engendrent
un développement neuronal perturbé, conduisant a un phénotype d’immaturité neuronale. Ces
anomalies moléculaires et cellulaires sont tres certainement a l'origine des perturbations de la
transmission du signal des photorécepteurs vers la rétine interne (Rossignol et al., 2014) illustré par les
anomalies de I'onde b de 'ERG des rétines du modele murin Fmr1 KO. L’augmentation du parametre n
indique une plus forte augmentation de la réponse de la rétine pour une augmentation de I'intensité du
signal lumineux donnée. Cette augmentation peut donc s’interpréter comme une altération de la

sensibilité au contraste des rétines en absence de protéine FMRP.

Peu d’organes sensoriels « périphériques », dans le sens anatomique du terme, ont été étudiés
jusqu’a présent en conditions d’absence de protéine FMRP. Les altérations montrées ici dans la
rétine de la souris Fmrl KO apportent un tout nouveau point de vue quant a I'attribution
uniquement cérébrale des altérations visuelles constatées chez le patient. L’organe méme de la
perception lumineuse est altéré en absence de protéine FMRP, présentant des anomalies
moléculaires et cellulaires comparables a celles connues au niveau cérébral, ce qui concoure a la
genese de signaux électriques altérés. Par conséquent, en conditions FXS, lI'information
sensorielle est déja altérée en elle-méme, avant d’atteindre les structures cérébrales du systeme

visuel qui effectueront a leur tour une intégration défectueuse de cette information.



Partie 6 : Objectifs de la these

De nombreux indices comportementaux mettent en évidence I'existence des troubles sensoriels, de
divers ordres et de diverses intensités, chez les patients atteints du syndrome de I'X fragile. Ce phénotype
sensoriel affecte cependant l'intégralité des patients, ce qui en fait un symptome clinique majeur de la
pathologie. Toutefois, I'étude de ces altérations est encore récente, et demeure parcellaire. En particulier,
quelques études ont démontré l'existence de troubles visuels chez les patients atteints du FXS,
caractérisés par des anomalies de compréhension des contrastes, textures et mouvements. Les praticiens
ont souvent associé ces troubles a un défaut d’attention des patients, mais aussi aux anomalies cellulaires
décrites précédemment dans le cortex visuel et le LGN des patients (Irwin et al.,, 2001; Kogan et al,,
2004Db).

Toutefois, la composante cérébrale du systeme visuel ne saurait fonctionner sans I'apport de la
composante « périphérique », jouant un réle central dans la perception lumineuse : la rétine. Il a été
démontré récemment que la rétine exprime elle aussi la protéine FMRP en conditions physiologiques, et,
par conséquent, connait des altérations en cas d’absence de la protéine FMRP (Rossignol et al., 2014). En
effet, I'étude des rétines de la souris Fmr1 KO, modele murin validé du syndrome de I'’X fragile, a démontré
des altérations moléculaires et cellulaires, induisant des anomalies significatives de la fonctionnalité
rétinienne chez les animaux a I'age adulte. Ces travaux, pionniers, ont été réalisés au laboratoire, et ont
ouvert de nouvelles perspectives quant a la compréhension du phénotype visuel du syndrome de I'X
fragile, et remettent en perspective la participation non négligeable des composantes « périphériques »

des systémes sensoriels.

Cette these s’inscrit dans la poursuite de la description du phénotype visuel et I'’extension des
connaissances du phénotype rétinien en absence de protéine FMRP, ainsi que I'étude de la part
d’'implication de ce phénotype rétinien dans les phénotype visuel et global du syndrome de I'X

fragile.

Schématiquement, le travail de cette thése a suivi deux axes majeurs. Le premier axe tend a
approfondir les connaissances du phénotype visuel en absence de protéine FMRP, en poursuivant
I'étude du modeéle murin Fmri KO. L’existence d'un phénotype rétinien a été démontrée pour la
premiére fois chez ce modéle animal a 'dge adulte (Rossignol et al., 2014). Les perturbations rétiniennes
concourent a I'émission de signaux visuels altérés en direction des aires cérébrales intégratives. Ainsi, le
phénotype visuel est problématique « en soi », de par I'impact qu’il a sur les signaux visuels encodés. Mais
la rétine a aussi un réle a jouer dans la maturation et la mise en place du systéme visuel d'une maniere
plus large. En effet, il a été démontré que I'ouverture des yeux est un phénomene clé dans la maturation
des aires visuelles cérébrales (Yoshii etal.,, 2003; Gandhi et al., 2005). Ainsi, le phénotype rétinien devient

d’autant plus problématique qu’il met en jeu I’établissement d'un bon fonctionnement des structures en



aval dans la chaine de 'intégration visuelle. La question du schéma temporel suivi par les anomalies
rétiniennes causées par I'absence de FMRP revét alors toute son importance : leur dge d’apparition et
leur évolution au cours du temps peuvent impacter 'ensemble du systéme visuel. C’est pourquoi une

premiére partie de ce premier axe de recherche s’est consacrée a I’étude de 1'dge d’apparition du

phénotype rétinien de la souris Fmr1 KO ainsi qu’a son évolution jusqu’a I’dge adulte. Pour ce faire,
la rétine de souris Fmr1 KO a été étudiée a différentes échelles (moléculaire, cellulaire et fonctionnelle)
de la naissance jusqu’a I’dge adulte (6 mois) de ces animaux. Nous avons mis en évidence la mise en place

précoce du phénotype rétinien, établi des la naissance de I'individu, et sa stabilité dans le temps.

La rétine présente donc un phénotype solide, précoce et stable en absence de la protéine FMRP. A
ces anomalies « périphériques » viennent s’ajouter les altérations des structures visuelles cérébrales
« centrales » (Irwin et al, 2000; Kogan et al.,, 2004b; Kay et al., 2018). Par conséquent, 'ensemble
compose un systéme visuel perturbé de ses premieres cellules perceptrices jusqu’a ses derniéres cellules
intégratives. Cela concourt tres probablement a des altérations des capacités visuelles de I'individu. Or
peu d’études se sont jusqu’a présent attelées a la description les anomalies visuelles connues par les
patients atteints du syndrome de I'X fragile (Kogan et al,, 2004a; Farzin et al., 2008), donnant quelques
caractéristiques des traits visuels altérés chez ces patients. Cependant, a ce jour, la souris Fmr1 KO n’a
jamais été investiguée sur les aspects de compétences visuelles. Pourtant, la vision est un sens clé de
I'exploration spatiale, de I'apprentissage et du comportement social, et il est tout a fait envisageable que
des altérations des capacités visuelles participent au phénotype global du FXS. C’est pourquoi la
deuxiéme partie de ce premier axe de recherche a été dédiée a la description des capacités
visuelles de la souris Fmr1 KO. Cette étude utilise naturellement une approche comportementale, et
vise a étudier différents traits qui caractérisent les compétences visuelles: la perception de la
profondeur, des contrastes et des mouvements. Pour ce faire, des tests comportementaux permettant
d’évaluer ces capacités visuelles ont été mis au point et employés au laboratoire. Afin de ne pas biaiser la
réalisation de ces tests par la souris Fmr1 KO, qui présente des troubles cognitifs, nous avons mis en
ceuvre des taches impliquant exclusivement des réflexes et instincts de la souris qui illustreront des
capacités de perception visuelle sans nécessiter d’analyse, de mémorisation ou de réflexion. L'utilisation
de telles taches nous a permis de démontrer que la souris Fmr1 KO présente de claires altérations de ses
capacités visuelles, de son plus jeune age jusqu’a I'’age adulte. En paralléle, nous avons clairement établi
que la vision des formes et des contrastes participe a la réalisation d'un test comportemental
couramment employé pour mettre en évidence des altérations cognitives chez le rongeur. Certes, les tests
comportementaux visuels employés ici ne permettent pas de déterminer de maniére précise les
structures du systeme visuel a l'origine des altérations visuelles. Mais il est indéniable que tant le
phénotype rétinien que le phénotype cérébral de la souris Fmrl KO participent a l'existence du

phénotype comportemental visuel que nous décrivons.



Ce dernier aspect fait 'objet du second axe de recherche de ma these. En absence de la protéine
FMRP, tant la composante rétinienne que la composante cérébrale du systeme visuel présentent des
anomalies moléculaires, cellulaires et fonctionnelles, et I'alliance de ces phénotypes rétinien et cérébral
concourent a des perturbations comportementales visuelles. Cependant, il est a ce jour impossible de
déterminer avec précision quelle part du phénotype comportemental visuel est causée par le phénotype
rétinien, et quelle part I'est par le phénotype cérébral. L'objectif de ce second axe de recherche est
ainsi de déterminer quelle est la part de I'implication du phénotype rétinien dans le phénotype
visuel, et global, du syndrome de I'X fragile. Cependant, cette étude ne peut étre réalisée avec le
modeéle Fmr1 KO : chez cet animal, I'absence d’expression du géne Fmr1 est constitutive dans I'intégralité
des cellules de I'organisme, et donc a fortiori dans les composantes rétiniennes et cérébrales du systéme
visuel. Il faudrait alors dichotomiser le systéme visuel en 2 composantes distinctes, et induire de maniére
spécifique la mise en silence du géne Fmr1. Il s’agit donc de créer un nouveau modeéle animal, dit « tissu-
spécifique », dont seule la composante rétinienne est affectée par la mise en silence du géne Fmr1. Ce
nouveau modele permettrait alors d’étudier 'ensemble des conséquences de 'absence rétinienne de la
protéine FMRP. Aucun animal modéle de ce genre n’existe actuellement. Une stratégie a donc été mise au
point et réalisée au laboratoire afin de créer un modele « FXS-rétine-spécifique ». Pour ce faire, un
croisement entre deux lignées murines génétiquement modifiées a été réalisé, afin d’induire une
recombinaison spécifiquement rétinienne du géne Fmr1. Le travail a ensuite consisté a valider le modéle,
caractériser ses composantes visuelles d'un point de vue moléculaire, cellulaire et fonctionnel, et enfin
de I'étudier, c’est-a-dire mettre en évidence des altérations comportementales visuelles et globales. Ce
second axe de recherche s’est révélé plus ardu qu'imaginé, la stratégie choisie ayant fourni un modele

animal ambigu et non conforme aux attentes, mais soulevant de nouvelles interrogations.

Ainsi, schématiquement, I'’ensemble du travail est réparti en 3 projets. La suite du manuscrit
s’attachera a présenter plus en détails chacun de ces projets, leur mise en ceuvre, et leurs
résultats. Les deux premiers projets, correspondant au premier axe de recherche, ont fait 'objet de deux
articles scientifiques, publiés dans des journaux internationaux de rang A. Ainsi, I'étude 1 et I'étude 2
seront sous forme de publications scientifiques, associées chacune a un résumé des objectifs, stratégie

expérimentale et résultats obtenus. L’étude 3, non publiée, sera présentée sous forme d'un rapport.



Chapitre 2

Résultats




Etude 1 — Quel est le schéma temporel suivi par les altérations

rétiniennes conséquences de I'absence de FMRP ?

Travaux publiés dans Frontiers in Cellular Neuroscience le 6 avril 2018

1.1 Objectifs de I’étude

L’absence totale d’étude sur les conséquences éventuelles de I'absence de la protéine FMRP au
niveau rétinien a tout d’abord conduit I’équipe du laboratoire a réaliser un état des lieux des altérations
connues par la rétine quand celle-ci est dépourvue de FMRP. Les travaux de Rossignol et collaborateurs
ont ainsi révélé, comme décrit précédemment, que la rétine des souris Fmrl KO adultes présente des
anomalies dans son contenu protéique et dans I'état de maturation de ses neurones, induisant par
conséquent des anomalies de la fonctionnalité rétinienne illustrées par une électrophysiologie altérée
(Rossignol etal,, 2014). Ces altérations sont cohérentes avec le role connu de la protéine FMRP, impliquée
notamment dans la traduction protéique et les mécanismes de maturation des cellules neuronales. De
maniere similaire a ce qui avait été observé au niveau cérébral, chez les animaux Fmr1 KO ainsi que chez
les patients, 'absence de protéine FMRP se traduit par des défauts de maturation des épines dendritiques
et donc par des dysfonctions des circuits neuronaux causées par des altérations des connexions
synaptiques. La rétine étant un tissu sensoriel partageant la méme origine embryonnaire que les aires
cérébrales et faisant donc partie intégrante du systéme nerveux central (Kaneko, 1979), les anomalies
observées au niveau rétinien en absence de protéine FMRP sont parfaitement logiques dans leur

similarité avec celles constatées précédemment au niveau cérébral.

La rétine des animaux Fmr1 KO montre des altérations a I'dge adulte, ici a 6 mois. Les questions qui
découlent de ce travail pionnier concernent le schéma temporel suivi par ces anomalies
rétiniennes. Tout d’abord en ce qui concerne le point de départ, la mise en place de ces anomalies : A
quel 4ge ces anomalies apparaissent-elles ? Le sont-elles de maniére simultanée ? Existe-t-il des étapes,
des stades de la vie de I'animal qui voient la mise en place des altérations rétiniennes en absence de
FMRP ? Mais également en ce qui concerne I'évolution du phénotype rétinien en absence de FMRP : Les

différentes anomalies évoluent-elles au cours de la vie de I'animal ? Dans quelle(s) direction(s) ?

Ces interrogations sont cruciales dans la compréhension des mécanismes sous-jacents de la mise en
place des altérations rétiniennes. Les réponses permettront de savoir si ces anomalies sont constitutives
et dues a I'absence locale de FMRP, ou bien si elles sont influencées par des facteurs extérieurs, comme
lalumiére, ou des interactions avec d’autres systémes défaillants en absence de la protéine FMRP. Ainsi,

en plus de I'approfondissement des connaissances sur le phénotype rétinien, I'exploration du



schéma temporel des anomalies rétiniennes de la souris Fmr1 KO apportera des informations sur
les potentiels liens de cause-conséquence existant entre les anomalies dues a I'absence de la

protéine FMRP.

1.2 Stratégie expérimentale

Le travail réalisé ici consiste a investiguer les anomalies rétiniennes mises en évidence lors de la
toute premiere étude menée sur les souris Fmr1 KO (Rossignol et al., 2014), de la naissance des animaux
jusqu’a leur age adulte. Pour cela, nous avons étudié différents plans. Au niveau moléculaire, nous avons
analysé le contenu rétinien en protéines en nous focalisant sur 2 protéines d'intérét, a savoir la
rhodopsine et PSD95, ainsi que le contenu en ARNm codant pour ces protéines. Nous avons choisi ces
deux protéines comme illustrations des grandes fonctions rétiniennes : la rhodopsine est la protéine clé
de la capture des signaux lumineux par les photorécepteurs, et PSD95 est une protéine de structure et de
fonction synaptique, connue pour étre dérégulée au niveau cérébral en absence de FMRP (Zalfa et al.,
2007; Zhu etal., 2011; Westmark, 2013; Rossignol et al., 2014). Ensuite, au niveau tissulaire, nous avons
analysé la viabilité cellulaire en appliquant une technique TUNEL afin de mettre en évidence les cellules
apoptotiques sur des coupes ex vivo de rétines. Nous avons également étudié 1'épaisseur des couches
cellulaires, ainsi que le nombre de noyaux contenus dans les couches nucléaires, par histologie
conventionnelle sur des coupes de rétines ex vivo. Les résultats obtenus ont pu étre confirmés par
imagerie in vivo grace a une technique de tomographie par cohérence optique (OCT). Enfin, la
fonctionnalité rétinienne a été analysée par enregistrement d’ERG. L’ensemble de ces expériences a
été réalisé sur des animaux de 1 jours, 1 mois, 3 mois et 6 mois, dés que techniquement possible.

Seule I'OCT n’a été effectuée qu’a 3 mois.

naissance 1 jour 1 mois 3 mois 6 mois
Ll e | | l

| | 7/ | | 1 » Vie de 'animal

- e - -
T T A

RT-qPCR et WB
| |

Histologie conventionnelle

TUNEL

[ocr )

ERG

Figure 49 : Architecture du plan expérimental mis en place pour la premiére étude.

OCT : tomographie par cohérence optique ; ERG : électrorétinogramme ; RT-qPCR : PCR quantitative
en temps réel ; WB : western blot ; TUNEL : détection des phénomenes d’apoptose.



1.3 Résultats et conclusions de I'étude

Notre étude a démontré que le phénotype rétinien de la souris Fmri1 KO est précoce et stable
dans le temps. Il est présent dés la naissance de 'animal, et perdure sans évolution majeure jusqu’a l'age
adulte. De plus, il se caractérise par une diminution globale de la performance fournie par la rétine vers
la partie cérébrale du systéme visuel. Le fait que le phénotype soit mis en place a la naissance pour ne
plus évoluer par la suite renseigne sur le caractere constitutif de ce phénotype. Il n’est pas modifié par
I'expérience visuelle vécue par I'animal aprés 'ouverture des yeux, ni par l'influence éventuelle d’'une
autre structure altérée en absence de la protéine FMRP. La présence des anomalies moléculaires dés la
naissance appuie fortement '’hypothése que I'ensemble des altérations cellulaires et fonctionnelles
rétiniennes décrites a 'dge adulte est lui aussi en place a la naissance. Cela n’a malheureusement pas pu
étre clairement observé pour des raisons de limitations techniques, mais de nombreux indices
I'indiquent. Enfin, I'ouverture des yeux étant un phénomene clé dans la maturation des aires visuelles
cérébrales (Yoshii et al., 2003; Lu and Constantine-Paton, 2004; Gandhi et al., 2005; Zhao et al., 2013),
nous pouvons supposer que la présence du phénotype rétinien avant méme I'ouverture des yeux

impacte les mécanismes de synaptogéneése cruciaux pour la maturation cérébrale.
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Fragile X Syndrome (FXS) is caused by a deficiency in Fragile X Mental Retardation
Protein (FMRP) leading to global sensorial abnormalities, among which visual defects
represent a critical part. These visual defects are associated with cerebral neuron
immaturity especially in the primary visual cortex. However, we recently demonstrated
that retinas of adult Fmr7~/Y mice, the FXS murine model, present molecular, cellular and
functional alterations. However, no data are currently available on the evolution pattern
of such defects. As retinal stimulation through Eye Opening (EO) is a crucial signal for
the cerebral visual system maturation, we questioned the precocity of molecular and
functional retinal phenotype. To answer this question, we studied the retinal molecular
phenotype of Fmr1=/Y mice before EO until adult age and the consequences of the
retinal loss of Fmrp on retinal function in young and adult mice. We showed that
retinal molecular defects are present before EO and remain stable at adult age, leading
to electrophysiological impairments without any underlying structural changes. We
underlined that loss of Fmrp leads to a wide range of defects in the retina, settled
even before EO. Our work demonstrates a critical role of the sensorial dysfunction
in the Fmr1=/Y mice overall phenotype, and provides evidence that altered peripheral
perception is a component of the sensory processing defect in FXS conditions.

Keywords: Fragile X syndrome, Fmrp, vision, sensorial dys-sensitivity, peripheral nervous system

INTRODUCTION

Loss of Fragile X Mental Retardation Protein (FMRP) induces alterations of neuronal
synapses either in their structure or in their functions (Irwin et al., 2000; Nimchinsky et al.,
2001) and thus leads to the human condition known as the Fragile X Syndrome (FXS).
This neuropsychiatric pathology is the most common form of inherited intellectual and
behavioral disabilities associated with hypersensitivity to sensory stimuli (Penagarikano
et al, 2007; Hagerman and Hagerman, 2015). Indeed, the direct clinical observation
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of children with FXS led clinicians to suggest the existence of
sensorial disturbance. Early in life these children have a strong
aversion for tactile contact, an increased sensitivity to noises and
an over-sensitivity to light or face recognition defect (Wolff et al.,
1989; Lachiewicz et al., 1994; Merenstein et al., 1996).

Concerning vision, it has been shown that visual signal
integration is particularly affected in FXS patients, with
alteration of spatiotemporal visual processing, reduction of
contrast sensitivity for visual stimuli presented at high temporal
frequencies, and visual sensitivity for both static (texture
difference) and moving images (Kogan et al, 2008; Farzin
et al., 2011). These visual defects are associated with cerebral
neuron immaturity (Irwin et al., 2000; Bilousova et al., 2009)
especially in the primary visual cortex (Berman et al., 2012).
However, we recently demonstrated that, in mice, Fmrp is also
expressed in the retina, the visual nervous peripheral system
(Rossignol et al., 2014), which is the first structure responsible for
light transduction. Moreover, in collaboration with Guimaraes-
Souza et al. (2016) we showed that the Fmrp retinal content
is regulated by light exposure. In the same way, investigations
on drosophila’s retinas demonstrated a key role of Fmrp in
Rhodopsin regulation (Wang et al., 2017). As Rhodopsin is the
light sensor of photoreceptor cells, these studies highlighted
the leading role of Fmrp in retinal function. All these reports
are in line with our previous investigation demonstrating the
retinal impact of Fmrp absence in the Fmrl1~/Y mice (Rossignol
et al.,, 2014), the murine model of FXS (Bakker et al., 1994). In
6 month-old mice, we demonstrated significant abnormalities
in the signal transmission between photoreceptors and the
inner retina, measured by electroretinogram (ERG) technique,
associated to protein defects, such as Rhodopsin and PSD95, and
cellular alterations in the retina (Rossignol et al., 2014). Therefore
absence of Fmrp seems to lead to an overall visual defect starting
from the perception of light by the neural retina to cerebral
visual areas as showed in FXS patients (Kogan et al., 2008;
Farzin et al., 2011). However, no data are currently available
on the chronological evolution pattern of such defects. This
is even more interesting since, under physiological conditions,
the starting point of cerebral visual system maturation is the
retinal light sensoring by Rhodopsin occurring during Eye
Opening (EO; Gandhi et al., 2008), which ends up in a massive
synaptogenesis in the primary visual cortex (Blue and Parnavelas,
1983; Gandhi et al,, 2005). We could therefore hypothesize
that any retinal alterations occurring before EO should lead to
visual cortical immaturity. Since adult Fmrl1~/Y retinas present
alterations, we investigated the chronological order of this defect
especially before EO by exploring molecular, structural and
functional features before EO and in young and adult Fmr1~/Y
retinas.

We highlighted for the first time that in Fmr1~/¥ mice retinal
molecular phenotype due to loss of Fmrp is present before EO
with consequences on retinal function in young and adult mice.
Our work suggests a critical role of the sensorial peripheral
dysfunction in the Fmrl~/Y overall phenotype, and provides
evidence that altered peripheral perception is a component of
the sensory processing defect in FXS conditions. Thus, peripheral
sensorial dys-sensitivity might lead to a misconception of the

environment, and therefore might contribute to the exacerbation
of the behavioral phenotype of FXS.

MATERIALS AND METHODS

Animals

Fmrl=/Y males and their wild-type (WT) littermates were
generated by breeding heterozygous FmrI*/~ females with
C57BL/6] background WT males. Mice were weaned at 21 days
of age and group-housed with their same-sex littermates. On
the same day, tail samples were collected for DNA extraction
and for subsequent PCR assessment of genotypes as previously
described (Bakker et al., 1994). Food and water were provided
ad libitum. Animals were maintained under temperature (22°C)
and humidity (55%) controlled conditions with a 12:12 h
dim light-dark cycle (25 lux, lights on at 7 am.). All
animal experimental protocols were reviewed by the “Ethics
Committee for Animal Experimentation of CNRS Campus
Orleans” (CCO N°3) and approved by the French National
Committee of Ethical Reflexion for Animal Experimentation,
under N° CLE CCO 1100.

Experimental Design

Fmr1~/Y mice male mice were investigated before and after the
EO. The 1 day post-natal (1 DPN) time (day 1 postpartum),
immediately after birth, was chosen since it covers the final
stages of glial and neuronal proliferation and migration, axonal
migration and synaptogenesis in the retina (Dorrell et al,
2004) without light experience. After EO, young (1 month-
old) and adult (3 and 6 month-old) mice were selected since
they fully express the Fmrl~/Y phenotypes (McNaughton et al.,
2008; Hébert et al., 2014; Gauducheau et al., 2017). Therefore,
different groups of animals were investigated: a first group of
animals was used for functional (see “Electroretinography—ERG”
section), histological (see “Retinal” section) and apoptotic cell
(see “TUNEL Assays” section) analysis. Among these mice, one
part was sacrificed at 1 month of age (WT n = 10; Fmrl~/¥
n = 10). Remaining mice were sacrificed at 3 months of age
(WT n = 10; Fmr1~/Y n = 10) and at 6 months of age (WT
n = 10; Fmrl=/Y n = 10) after electroretinography. A second
group of animals was used for in vivo investigation of retinal
structures by OCT (see “Optical Coherence Tomography—OCT”
section) at 3 months of age (WT n = 10; Fmrl="Y n = 10). A
third group of animals was used to evaluate the time pattern of
retinal defects through molecular analysis by Western blot and
qRT-PCR. They underwent molecular analysis (see “Western-
Blotting and Quantitative RT-PCR” sections) before EO at IDPN
(WT n = 13; Fmrl~/Y n = 13), and at 1, 3 and 6 months of age
(WT n = 13; Fmrl~/Y n = 13 for each age). Part of the 1 DPN
sacrificed animals were also used for histological analysis (WT
n=2; Fmr1~/Y n = 2; see “Retinal” section).

In Vivo Electroretinography (ERG)

After overnight dark adaptation, animals were anesthetized with
ketamine (50 mg/kg) and xylazine (2 mg/kg). Eye drops were
used to dilate the pupil (Atropine sulfate 1%, ALCON). Mice
were placed on a temperature-regulated heating pad throughout
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the recording session. ERGs were recorded using two Ag/AgCl
electrodes, one in contact with the corneal surface and one placed
on the tongue. A copper reference screen under the animal was
used as reference. Strobe flashs (10 ps) were presented through
an integrating sphere (Labsphere, France) that mimics a Ganzfeld
and allows to illuminate uniformly the whole retina. ERGs were
recorded using increasing luminance from —3.47 to +0.46 log
cd s/m?. Conversely, the duration of the interstimulus interval
was 30 s since this interval had been shown to be sufficient
for a flash not to alter the next flash response. Responses were
differentially amplified (0.3-10,000 Hz), averaged, and stored.
Intensity-response functions were obtained in a single session.
At the end of the session, Oscillatory Potentials (OPs) are
recorded by switching the amplifier to 100-300 Hz.

ERG Analysis

Typically, an ERG (Figures 1Ai,Bi) is characterized by a negative
deflection termed the a-wave, which is initiated by the activity
of light-sensitive photoreceptor cells. The following positive
deflection, termed the b-wave, reflects signal transmission to the
inner retina, mainly due to light-induced activity of bipolar cells
but also due to Miiller cells involvement (Dong and Hare, 2000;
Frischman, 2006). The small ripples on the ascending part of the
b-wave, called OPs, involve multiple components, presumably
including outer and inner retinal circuitry (Frischman, 2006).

The leading edge of the a-waves obtained in response
to the highest-intensity stimuli (2.88 cd.s.m™2) was analyzed
with a modified form of the Lamb-Pugh model of rod
phototransduction (Granit, 1933; Lamb and Pugh, 1992)
equation: P3 = {1—exp[i—Sa(t—tq)*]}Amax Where P3 represents
the massed response of the rod photoreceptors and is analogous
to the PIII component of Granit (Granit, 1933). The amplitude
of P3 is expressed as a function of flash energy (i) and time ()
after flash onset. S is the gain of phototransduction, Ay is the
maximum response, and ¢4 is a brief delay.

For each stimulus luminance, the b-wave amplitude was
calculated from the minimum of the a-wave to the maximum of
the b-wave. Intensity-response function of the b-wave amplitude
(Figure 1Aii) was fitted with the Naka-Rushton equation:
B/Bmax = I"/(I"+K™) where I is the stimulus luminance of the
flash, B is the b-wave amplitude of ERG at I luminance, By is
the maximal b-wave amplitude, K is the half-saturation constant
corresponding to retinal sensitivity and # is a dimensionless
constant controlling the slope of the function.

Bmax/Amax ratio was calculated with By, and Ap.x values
obtained at the highest-intensity stimuli (2.88 cd.s.m™2).

OP (OP1 to OP4) amplitudes (Figure 1Bii) are calculated
from the baseline to the maximum of the potential.

Latency is the time interval between the stimulation and the
peak of the waves.

Retinal Histology

Retinal histology was done as described previously (Chang
et al., 2011; Rossignol et al., 2014). The retinal tissue sections
were scanned for evidence of gross defects at IDPN and at
1, 3 and 6 months old. For the other adult ages, retinal
thickness of the total retina (Ret), Outer Nuclear Layer (ONL),

Outer Plexiform Layer (OPL), Inner Nuclear Layer (INL) and
Inner Plexiform Layer (IPL) were measured. In each retinal
section, the measurement of thickness was made at 0.78 mm
and 1.56 mm from the optic nerve to the inferior and to the
superior ora serrata. All these results of measurements were
then averaged per experimental groups. All measurements were
performed with a Leica microscope (x40, Leica, Paris, France)
and the Image] image processing program (National Institute of
Health).

Optical Coherence Tomography—OCT

Mice were anesthetized (Ketamine at 20 mg/ml and Xylazine at
1.17 162 mg/ml) and their pupils dilated with 10% phenylephrine
and 0.5% tropicamide provided as eye drops (Systane Ultra,
Alcon). OCT was performed for mouse retinas with the spectral
domain (SD) ophthalmic imaging system as described previously
(Jagodzinska et al, 2017). Thickness of retinal layers was
measured manually with Image] image processing program
(National Institute of Health) at 0.3 mm distance from the optic
nerve.

TUNEL Assays

TUNEL assays were conducted with an ApopTag® Red in situ
Apoptosis Detection Kit (§7165, EMD Millipore) following the
indicated protocol. Briefly, sections were treated as indicated
above, fixed in 1% PFA in PBS pH 7.4, washed in TBS pH
7.4 three times, incubated in equilibration pH buffer (potassium
cacodylate; provided in the kit) for 10 min and incubated with
terminal deoxynucleotidyl transferase for 60 min at 37°C. After
10 min in stop buffer (provided in the Kkit), sections were
incubated with anti-digoxigenin conjugate overnight at 4°C.
After washing in TBS pH 7.4, sections were counterstained
with DAPI (10 pg/ml, Sigma), mounted in Fluoromount-G
(SouthernBiotech) and examined with a fluorescence microscope
(Leica, Paris, France). The number of apoptotic cells and number
of total nuclei of ONL and INL layers were counted from the
optic nerve to the superior left ora serrata and from the optic
nerve to the superior right ora serrata. Light-exposed (24 h,
3500 lux) albinos retinas (3 months old) were used as control
(Ctrl, Figure 3C; Perche et al., 2009).

Western Blotting

Proteins were extracted from mouse whole retinas as described
previously (Rossignol et al., 2014). Briefly, the two retinas from
the same mouse were homogenized in RIPA buffer (10 mM
Tris-HCI, pH 7.6; 1 mM EDTA; 0.15 mM NaCl; 1% Igepal;
0.2% SDS) supplemented with protease cocktail inhibitors
(Pierce, Paris, France). Protein concentration was determined
in the supernatant by BCA protein assay kit (Pierce, Paris,
France). Protein samples (15 g) were run on SDS/PAGE
gels (8%-12%, w/v), transferred to a nitrocellulose membrane,
and probed with primary antibodies (anti-Fmrp, 1:1000,
anti-Rhodopsin, 1:200, anti-PSD95, 1:500) and secondary
HRP-antibody (1:4000) purchased from AbCam (Paris,
France), Sigma-Aldrich (Illkirch, France) and Phosphosolutions
(Cliniscience, France). On the same blots, protein contents
were normalized to the amounts of B-actin (mouse anti-beta
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FIGURE 1 | Scotopic electroretinogram (ERG) in wild-type (WT) and Fmr71=/Y (KO) mice at 3 and 6 months old. (A) Typical ERG for one flash stimulus with the
(i) oscillatory potentials (OPs) in the b-wave ascending part and (ii) intensity—response function of a- and b-wave amplitudes are represented. (B) Representative
(i) ERG and (i) OPs traces obtained from WT or Fmr1~/Y mice at 3 and 6 months old.

Actin antibody; 1:4000; AbCam, Paris, France). Quantification
of immunoreactive bands was done using Western Blotting
Imager PXi4 (Ozyme, Paris, France). Mean values in each group
were expressed as percentage of WT mice. Western-blots were
performed three times. Representative results are shown in
figures.

Quantitative RT-PCR

Quantitative RT-PCR  was performed wusing Taqman
technologies (Applied technologies) as described previously
(Rossignol et al.,, 2014). Briefly, total RNA was isolated from
WT and Fmrl~/Y retinas using Trizol reagent (Ambion, Life
Technologies), quantified and reverse transcripted (Superscript
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ili reverse transcriptase, Invitrogen, Life Technologies).
Real-time PCR reactions were performed in the Mx3005P
Agilent (Applied, Life Technologies) with fivefold dilution
of ¢cDNA, 200 nM of each Tagman primer using the
Expression Master Mix (Applied, Life Technologies). Data
were analyzed by A ACt method and normalized to the reference
standard RNA 18S. Each measurement was performed three
times.

Statistical Analysis

All results are expressed as mean £ SEM. Data analysis was
performed using GraphPad Prism 7.00. Statistical analysis was
conducted using two-Way ANOVA with age (F,) and genotype
(Fg) as main factors followed by post hoc Tukey’s HSD-test when
a statistically significant main effect or interaction was detected
(p < 0.05). For OCT measurements, statistical analysis was
conducted using one-Way ANOVA followed by post hoc Tukey’s
HSD. Statistical significance was defined as p < 0.05. In figures,
significant differences between genotypes are noted by *p < 0.05;
p < 0.01;*p < 0.001; ***p < 0.0001, and difference between
ages are noted °p < 0.05; %%p < 0.01; %%%p < 0.001; %% p < 0.0001.

RESULTS

Major Retinal Function Alteration in
Fmr1~/Y Without Retinal Structural

Modification

In order to better understand the retinal function of the Fmrl~/¥
mice, we recorded the electrophysiological response of the
retina to light stimulation, called ERG (Figures 1Ai,Bi). For
ERG parameters see “In Vivo Electroretinography” section in
“Materials and Methods” paragraph. ERGs were recorded at
3 and 6 months of age.

A-Wave Investigation

For each ERG recorded at the highest light stimulus, the
decreasing part of the a-wave was fitted to calculate the
maximal a-wave amplitude (Apmay), the parameter SA reflecting
photoreceptor sensitivity and the a-wave latency corresponding
to the time between light stimulation and Ap,x maximal
response.

Regarding the A,y parameter, the photoreceptor response,
no significant interaction between genotype and age were noticed
(Fag1,76) = 2.029, p = 0.1584). Moreover, interaction remained
stable between 3 and 6 months old in WT (—674 &+ 59 uV and
—568 £ 74 WV, respectively) and Fmrl=/Y mice (—368 + 60
nV and —359 &£ 55 WV, respectively; Fq(1,76) = 2.792, p = 0.988;
Figure 2A). However, Fmr1~/Y retinas had a significantly lower
(Fg1,76) = 43.59, p < 0.0001) photoreceptor response than WT
(post hoc: p < 0.0001 and p = 0.0026, respectively). There was
no significant variation in a-wave latency irrespectively of age or
genotype (data not shown).

No significant interaction between genotype and age was
noticed (Fyga1,71) = 0.01687, p = 0.8970) for the parameter
Sa reflecting photoreceptor sensitivity. Moreover, interaction
was similar between 3 months and 6 months old mice in WT
(0.0012 % 0.0001 wV and 0.0012 £ 0.0001 LV, respectively) or

Fmr1~/Y mice (0.0016 + 0.0002 pV and 0.0016 + 0.0002 WV,
respectively; Fo1,71) = 0.0015, p = 9689). In addition, there
was no significant variation between FmrI~/Y and WT mice
(Fg1,71y = 2.45, p = 0.1218). Therefore, Fmr1~/Y retinas did not
present alteration of photoreceptor sensitivity to light.

B-Wave Investigation

B-wave amplitude was plotted as a function of stimulus
luminance to obtain a b-wave sensitivity curve (Figure 1Aii). For
each animal, the b-wave sensitivity curve was fitted to calculate
the maximal b-wave amplitude (Bpax) reflecting the maximal
retinal response, the half saturation luminance (K) reflecting the
light intensity generating half Bp,y, and the slope of the curve in
its linear part (n) reflecting the contrast sensitivity of retina.

Regarding the Bpm.x no significant interaction between
genotype and age was noticed (Fag1,76) = 0.2797, p = 0.5984)
since it remained stable between 3 months and 6 months
old WT (952 + 40 pnV and 853 + 33 pV, respectively) and
Fmrl=/Y (720 4+ 62 pV and 659 + 35 pV, respectively) mice
(Fai76) = 2.783, p = 0.0994; Figure 2A). However, Fmrl~/Y
retinas had a significantly lower maximal b-wave amplitude at
3 and 6 months of age (Fg(1,76) = 43.46, p < 0.0001; post hoc:
P < 0.0001 and p = 0.0003, respectively) compared to WT ones. In
addition, irrespectively of age or phenotype b-wave latency was
similar (data not shown).

The half saturation luminance (K) was not significantly
different between 3 months and 6 months old WT
(=1.93 £ 0.11 and —2.10 & 0.05, respectively) or Fmrl~/Y
(—2.03 4+ 0.17 and —2.01 % 0.07) mice (Fogizs) = 2.537,
p = 0.11.54; Fa,76) = 2.286, p = 0.5941). Differences between
WT and Fmrl~/Y mice were not significant (Fg,76) = 0.006,
p=09372).

The n parameter did not significantly change between
3 months and 6 months old WT or Fmrl~/Y mice
(Fagre) = 0.002, p = 0.9614; Fyz6 = 1.845, p = 0.1789;
Figure 2A). However, Fmr1~/Y mice values were significantly
higher (Fg(1,76) = 51.08, p < 0.0001) than WT ones at both 3
(0.62 £ 0.02 WT vs. 0.92 & 0.02 Fmr1~/Y, post hoc: p < 0.0001)
and 6 months old (0.66 & 0.02 WT vs. 0.97 & 0.05 Fmr1~/Y, post
hoc: p < 0.0001). Therefore, Fmr1~/¥ retinas showed a lower
contrast sensitivity compared to WT ones.

Bnax/Amax Ratio Investigation

The Biax/Amax ratio slightly increased between 3 months and
6 months old in WT retinas (—1.39 & 0.05 and —1.71 =% 0.09,
respectively) but remained stable in FEmrI~/Y retinas
(—1.91 £ 0.22 and —1.92 % 0.17, respectively; Fag1,73) = 2.31,
p = 0.1329; Fy1,73) = 0.4207, p = 5186; Figure 2A). However,
Fmr1~/Y retinas had a significantly lower ratio at 3 months
old compared to WT (Fg1,73 = 5.909, p = 0.0175; post hoc:
p = 0.0382), but not anymore at 6 months (post hoc: p = 0.923)
due to the WT increase.

Oscillatory Potentials Investigation

Amplitude of the small ripples on ascending part of the b-wave,
called OPs (Figure 1Ai), are represented for each age and
genotype in Figure 2B. For each OP, no significant interaction
between genotype and age was noticed (OP1: F, g(1,74) = 0.3539,
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p = 05537, OP2: Fuguzs = 0.1382, p = 0.2431; OP3:
Fag(is2) = 3.514, p = 0.0644; OP4: F g1 30) = 2.814, p = 0.0974).
Moreover, no effect of age was observed (OP1: F,(; 82y = 3.638,
p = 00603 OP2: Fyig) = 01451, p = 0.7043; OP3:
Faq1823) = 1.865, p = 0.1758; OP4: F,(1.80) = 0.2.470 p = 0.1200)

while a main genotype effect was noticed for OP2, OP3 and OP4
(OP2: Fy(y74) = 6.890, p = 0.0103; OP3: Fy(y ) = 11.99, p = 0.0009;
OP4: Fg80) = 4.536, p = 0.0363) but not for OP1 (OP1I:
Fg1,72y = 3.638, p = 0.0603). In WT, OP1 and OP2 amplitudes
remained stable between 3 months and 6 months of age
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(OP1: from 48 + 4 WV to 52 + 3 wV; OP2: from 100 £+ 9 pV
to 93 £ 7 wV; Figure 2B). However, OP3 and OP4 amplitudes
tended to decrease between 3 months and 6 months but the
difference was not significant (OP3: from 77 £ 7 pV to
57 &+ 5 wV, post hoc: p = 0.0785; OP4: from 27 + 3 uV to
20 & 2 WV, post hoc: p = 0.067; Figure 2B). In Fmr1~/Y mice,
OP1, OP2, OP3 and OP4 did not significantly vary between
3 months and 6 months (OP1: from 40 & 4 WV to 56 &= 5 nV,
p = 0.039; OP2: from 67 £ 7 pV to 80 = 5 wV; OP3: from
44 + 4 WV to 47 £+ 4 wV and OP4: from 19 &2 pV to 19 £ 2
WwV; Figure 2B). However, OP2, OP3 and OP4 were significantly
decreased in FmrI~/¥ retinas compared to WT ones at 3 months
of age (post hoc: OP2: p = 0.022 ; OP3: p = 0.0005; OP4: p = 0.018)
but not anymore at 6 months. The loss of difference is explained
by the decrease observed in WT values while Fmri~/Y ones
remained stable between 3 months and 6 months of age. OP
latencies were not different between WT and Fmrl~/Y mice
whatever the age (data not shown).

Retinal Histology
We first investigated in vivo retinal structure by OCT technique,
measuring layer thickness at 3 months (Figure 3A). Whatever
was the considered layer (ONL, OPL, INL, IPL), no significant
difference in thickness was observed between WT and Fmrl~/¥
retinas (ONL: p = 0.840; OPL: p = 0.111, INL: p = 0.630;
IPL: p = 0.531). Then we investigated gross retinal histology
throughout ages in WT and FmrI~/Y retinas by measuring
retinal layer thicknesses (Figure 3B). These thicknesses were
not different between WT and Fmrl~/Y mice whatever was
the age or the considered layer (ONL: F,g4054) = 0.279,
p = 0.757; Faosy = 1205 p = 0.307; Fgoss = 1.066,
P = 0306-OPL: Fyg59 = 0.050, p = 0.951; Fy50 = 0.3621,
p = 0.697; Fg(2,54) = 0.002, P = 0.962-INL: Fa,g(2,54) = 0.153,
p = 0.857; Fa(2,54) = 0.033, p = 0.967; Fg(2’54) = 0.561,
p = 0457-IPL: Foguss) = 0.224, p = 0.799 Fys) = 1671,
p = 0.197; Fya54 = 0210, p = 0.648-Total Retina (Ret):
Fogosy = 0409, p = 0.666; Fyoss = 0.866, p = 0.426;
Fg54y = 0.009, p = 0.922). This is consistent with in vivo
observation. Interestingly, we found that even at the neonatal
stage (1IDPN) meaning before appearance of ONL and INL
from the neuroblastic layer (NbL; Yu et al., 2011), there were
no obvious differences in the overall retina structures between
WT and Fmrl~/Y (Figure 3B). These histological data were
reinforced by TUNEL) staining showing no apoptotic retinal
cells and no significant difference of total nuclei number in
ONL (Fog,55 = 2.564, p = 0.115; Fais5 = 0.155, p = 0.695;
Fgqi,55 = 0.321, p = 0.573) and INL (Fy (1,55 = 0.764, p = 0.385;
Fa(1,55) = 0.976, p = 0.327; Fg(1’55) = 0.117, p= 0.733) layers
(Figure 3C).

Therefore, ERG parameters showed altered retinal function
in Fmr1=/Y compared to WT mice, without any gross retinal
structure modifications.

Early Molecular Impairments in Fmr1~/Y

Retinas
In the retina, Fmrp was expressed in WT mice from 1 DPN,
before EO, to 6 months old without any variation of protein nor

mRNA (Figure 4A) expression (Fag,119) = 2.076, p = 0.1071,
Fa,g(3,128) = 0.3717, p = 0.7736; Fa(3,119) = 2.076, p= 0.1071,
Fa3,128) = 0.4894, p = 0.6902, respectively). In Fmr1~/Y mice,
Fmrp was always absent (Fg,1199 = 263.9, p < 0.0001,
Fg1,128) = 1423, p < 0.0001, respectively; Figures 4A,D).

Regarding Rhodopsin and PSD95 mRNA investigations,
no age (Fa,g(3,119) = 0.2923, p = 0.8309, Fa)g(g,)lzg) = 1.416,
p = 0.2415; Fa(3,119) = 0.1392, p = 0.9363; Fa(3,119) = 0.4784,
p = 0.6979, respectively) or genotype (Fgi,119) = 0.05769,
p = 0.8106; Fg1,119) = 1.577, p = 0.2116, respectively) effects
were noticed. However, the protein study showed no age effect
(Fa,g(3,115) = 0.4508, p= 0.7172, Fa,g(3,117) = 2.262, p = 0.0849;
Fa(3)115) = 2.609, p = 0.549; Fa(3,117) = 1.995, p = 0.1185,
respectively) but a main genotype effect (Fgi115 = 85.63,
p < 0.0001; Fy1,117) = 701.9, p < 0.0001, respectively). Thus, in
WT retinas, Rhodopsin mRNA and protein were detected and
their contents were similar before EO and at young or adult
ages (Figures 4B,D). In Fmrl~/Y retinas, Rhodopsin mRNA
expression was similar from 1 DPN to 6 months old, and similar
to the one observed in WT retinas (Figure 4B). However, there
was a significant decrease in Rhodopsin protein content by about
30%-40% in Fmrl~/Y compared to WT at 1 DPN (100 + 8%
in WT vs. 62 + 6% in Fmrl~/Y, post hoc: p = 0.0001), at
1 month (99 & 10% in WT vs. 62 & 8% in Fmrl~/Y, post hoc:
p = 0.0005), at 3 months (100 £ 1% in WT vs. 70 £ 3% in
Fmrl1~/Y, post hoc: p = 0.0033) and at 6 months (93 £ 9% in WT
vs. 56 & 7% in Fmrl~/Y, post hoc: p < 0.0001; Figures 4B,D).
In WT retinas, PSD95 mRNA and protein contents (Figure 4C)
were similar before EO and at young or adult ages. In Fmr1~/Y
retinas, PSD95 mRNA expression was similar from 1 DPN
to 6 months old, and similar to the one observed in WT
retinas (Figure 4C). However, there was a significant decrease in
PSD95 protein content by about 30%-40% in Fmr1~/Y compared
to WT at 1 DPN (100 & 1% WT vs. 64 £ 2% Fmrl~/Y, post
hoc: p < 0.0001), at 1 (96 + 5% WT vs. 46 &+ 10% Fmrl =/,
post hoc: p < 0.0001), 3 (100 & 1% WT vs. 64 & 2% Fmrl=/Y,
post hoc: p < 0.0001) and 6 (104 + 4% WT vs. 60 = 6%
Fmr1~/Y, post hoc: p < 0.0001) months old compared to WT one
(Figures 4C,D).

Therefore, even before EO until adult age, Fmrl~/Y retinas
presented Rhodopsin and PSD95 protein defects without
alteration of their mRNA expression.

DISCUSSION

In the absence of FMRP, a RNA-binding protein involved
in protein translation, several proteic dysregulations (Darnell
et al, 2005, 2011) had been shown to lead to cerebral
neuronal immaturity and synaptic defects (Irwin et al,
2000; Nimchinsky et al, 2001). These cellular impairments
responsible for functional and behavioral phenotypes of FXS
(Penagarikano et al., 2007; Hagerman and Hagerman, 2015),
are also noticed in FmrI~/Y mice, the murine model of
FXS (Hébert et al., 2014). Interestingly, our previous studies
demonstrated that retina of this murine model presents
molecular and cellular defects, similar to cerebral ones, in
adult mice (Rossignol et al., 2014). However, no data are
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currently available on the specific time course of these
abnormalities.

Early Molecular Retinal Defects Are
Leading to Lifetime Retinal Function

Impairment With No Structural Impact

At a cerebral level, in FXS conditions (Irwin et al., 2000) as
in the animal model (Irwin et al, 2000; Nimchinsky et al,
2001; Bilousova et al., 2009), FMRP deficiency leads to the
neuronal immaturity phenotype caused by proteomic defects.
Indeed, critical imbalance in translational mechanisms had
been pointed out between WT and Fmrl~/Y mice during the
cerebral synaptogenesis stage and adulthood (Zhu et al., 2011;
Tang et al, 2015). Among the wide panel of misregulated
proteins, a major part is composed of scaffold proteins
for the synaptic structure present at pre- and post-synaptic
levels, such as Shankl, Shank2 and PSD95. As in the brain,
synaptic protein defects are also observed in the Fmrl~/Y
retina. Indeed, we showed a reduced level of the synaptic
scaffold protein PSD95 from 1 DPN up to 6 months
without mRNA alteration. This data also confirmed that the
absence of Fmrp in the retina affects the translation and
not the mRNA transcription (Darnell et al., 2005, 2011).
In addition, we assume that other proteins could participate
(contribute) to this early retinal immaturity phenotype in
synergy with PSD95 since other synaptic proteins, such as
Sytla, had been shown deregulated in the Fmrl~/¥ retinas
(Rossignol et al.,, 2014). Interestingly, all these impairments
are associated, at least in adulthood, with retinal neuronal
immaturity (Rossignol et al, 2014) without gross retinal
structural modifications.

Early Fmrl~/Y retinal defects in protein expression lead
coherently to abnormalities in retinal function in young and
adult mice, as observed by ERG. ERG is defined as the
specific response of the retina to light and represents the
electrophysiological manifestations from Rhodopsin activation
by light into electrophysiological message sent through the
optic nerve to the brain (Fox and Rubinstein, 1989; Fulton
et al, 1999). Our study highlighted similar alterations at
all tested ages. The drop of a-wave amplitude is consistent
with the decrease of Rhodopsin expression and reflects a
reduced activation of photoreceptor cells in response to a light
stimulation. Indeed, the direct relationship between Rhodopsin
content and a-wave amplitude had been previously described
(Liang et al., 2004; Price et al, 2012). The photoreceptor
less activated, the signal transmitted to the inner retina
is reduced leading to a decrease of the b-wave amplitude.
However, the increased Bpax/Amax amplitude ratio in Fmr1=/Y
compared to WT mice suggests a higher signal amplification
in the transmission between photoreceptors and the inner
retina. These results suggest an over activation in response
to a given light intensity, from an electrophysiological point
of view. This alteration is associated with a lower contrast
sensitivity as shown by the increase in the parameter n
(Ranchon et al., 1999). Moreover, retinal inner cells are also
impacted in Fmrl~/Y mice since OPs, reflecting spatial and
temporal integration of the retinal information by bipolar

cells (Wachtmeister, 1998; Akula et al., 2007) are decreased.
It reinforced our previous observation on synaptic defect in
Fmrl™/Y (Rossignol et al., 2014). In summary, in Fmrl~/¥
our results demonstrate a collapse in the capacity of retinal
neurons to relay correctly visual signal, from youth with no
evolution to adulthood. Consequently, we assume that the
misperception of contrast, texture and moving stimuli described
as the consequence of visual cerebral integration defects in FXS
patients (Kogan et al., 2008; Farzin et al., 2011) must have
a significant retinal component, as suggested by our retinal
function data.

The early molecular retinal phenotype of the Fmr1~/¥ mice is
a major result of our work since it occurs before the EO. Indeed,
EO isa crucial step for cerebral cortical maturation (Gandhi et al,,
2008) since the primary visual cortex undergoes considerable
synaptogenesis after EO (Blue and Parnavelas, 1983; Gandhi
et al., 2005). This retinal signal leads to central visual synapses
maturation through the redistribution of PSD95 in cerebral
dendrites (Yoshii et al., 2003). Thus, induction of cerebral visual
system maturation is essentially due to the retinal signal, resulting
from retinal light sensing due to Rhodopsin, rods photopigment,
retinal neuronal connections partially due to the synaptic protein
PSD95 and also the retinal ganglion cells spontaneous activity
(Blue and Parnavelas, 1983; Tian, 2004; Gandhi et al., 2005).
In Fmrl~/V retinas, we found that PSD95 and Rhodopsin
proteins are depleted at 1 DPN, so even before EO. Since these
protein defects are similar before EO and at adulthood with,
at least in adult ages, a retinal neuronal immaturity (Rossignol
et al., 2014), it seems straightforward to hypothesize that retinal
function alterations observed at adulthood are also present even
before EO. Therefore, when EO occurs, retinal light sensing is
already altered. It becomes obvious that in Fmrl~/¥ mice, the
retinal signal for cerebral maturation is damaged. Since loss
of Fmrp leads to PSD95 alteration in FmrI~/¥ brains (Zhu
et al, 2011) and to PSD95 and Rhodopsin defects in Fmrl~/Y
retinas, we assume that the cerebral visual phenotype is the
synergistic consequence of both retinal and cerebral alterations.
Our results are consistent with the defects in spatiotemporal
visual processing in FXS patients due to primary visual cortex
immaturity (Kogan et al., 2008; Farzin et al., 2011; Berman et al.,
2012). Therefore, we assume that the altered retinal perception
of light stimuli is critically involved in the whole visual sensorial
FXS phenotype.

FXS Sensorial Phenotype: Hypersensitivity

or Dys-Sensitivity?

Early in life, FXS patients present auditory, olfactory, nociceptive
and visual abnormalities (Casamassimo et al., 1986; Lachiewicz
etal., 1994), creating a wide range of phenotypical dysregulations
in sensory responses. These sensorial perturbations may
participate in occurrence of major behavioral troubles in FXS
as suggested recently (Carreno-Munoz et al., 2018). According
to our hypothesis, the term “sensorial hypersensitivity”, literally
suggesting a higher sensorial response, should be avoided.
Indeed, hypersensitivity phenotypes have been demonstrated for
audition aspects as well as for visual responses since Fmrl~/¥
mice present hyper arousal excitability for auditory processing
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and exacerbated transmission between photoreceptors and the
inner retina (as observed in our experiment), respectively. But
tactile nociception after local acute inflammation is lowered
(Price et al., 2007; Busquets-Garcia et al., 2013), and Fmrl~/Y
mice present a significant decrease in odorant sensitivity (Schilit
Nitenson et al., 2015). Consequently, we propose that the most
relevant terminology to characterize this complex sensorial
spectrum is “dys-sensitivity phenotype” instead of “hyper-
sensitivity phenotype”. To go further, we assume that peripheral
as well as central components of senses should be investigated in
sensorial sensitivity. Based on our results on vision, we clearly
highlighted that the retinal altered response is involved in the
overall visual defect of Fmr1~/Y mice. We have demonstrated for
the first time that the retinal phenotype of Fmrl~/Y mice is an
early and stable phenotype characterized by a global lower visual
performance.

Finally, the wide panel of sensorial troubles in audition,
olfaction, nociceptive response and vision leads probably to a
misunderstanding of the outside environment by FXS patients.
Therefore, we assume that the entire neurosensorial system, from
the stimulus perception to stimulus integration, is altered and
critically involved in the overall FXS phenotype. The current
challenge may be to discriminate between peripheral and central
components on the cognitive and behavioral phenotypes of FXS.

CONCLUSION

FXS patients present global sensorial abnormalities, which were,
up to now, associated to cerebral neuronal immaturity. Our study
based on the Fmrl~/Y mice (murine model of FXS) demonstrates
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Etude 2 — Quelles sont les caractéristigues comportementales

visuelles altérées en absence de protéine FMRP ?

Travaux publiés dans Frontiers in Behavioral Neuroscience le 2 octobre 2019

2.1 Objectifs de I'étude

Les résultats précédemment obtenus au laboratoire et publiés en 2014 et 2018 démontrent
clairement 'existence d’'un réel phénotype rétinien en absence de la protéine FMRP (Rossignol et al.,
2014; Perche et al, 2018). Ce phénotype induit un défaut dans la perception de la lumiere et la
transmission dans la rétine interne de I'information visuelle. Par conséquent, les informations visuelles
émises par la rétine a destination des aires cérébrales sont erronées (Rossignol et al., 2014; Perche et al.,
2018). Ces informations vont rejoindre des aires cérébrales, elles aussi souffrant de troubles générant
des anomalies dans le traitement et I'intégration des informations visuelles, telles que le cortex visuel, la
voie magnocellulaire du noyau latéral géniculé ou encore le colliculus (Irwin et al., 2002; Kogan et al,,
2004b; Kay et al,, 2018). En résumé, en absence de protéine FMRP, le systéme visuel est altéré de
sa composante perceptive jusque dans ses composantes intégratives. Ceci participe aux troubles de
la vision quelque peu décrits chez les patients atteints du syndrome de I'X fragile, enfants comme adultes
(Kogan et al., 2004a; Farzin et al, 2008, 2011). Des études ont rapporté des difficultés dans la
compréhension des contrastes, des textures, et des stimuli en mouvement (Kogan et al., 2004a; Farzin et
al,, 2008, 2011). Cependant, la description de ces troubles n’a pas été approfondie chez le patient humain.
Les cliniciens ont la plupart du temps attribué ces déficits de compétences visuelles a des troubles de
'attention (Kogan et al., 2004a; Farzin et al., 2011). De plus, les anomalies sensorielles visuelles n’ont
jamais été étudiées chez un modéle animal du FXS. Ceci est d’autant plus dommageable que la
vision est un sens employé par la souris dans de nombreuses tiches et comportements (Hoy et al.,,
2016).

La preuve étant désormais faite que la souris Fmrl KO présente un phénotype significatif dans des
composantes majeures de son systéme visuel, les questions émergeant de nos travaux précédents
concernent I'impact de ce phénotype sur le comportement de la lignée murine Fmri1 KO.

Tout d’abord en ce qui concerne les capacités visuelles en elles-mémes : Cette lignée présente-t-
elle des anomalies visuelles ? Quels sont les traits visuels dont les performances sont altérées par
I'absence de la protéine FMRP dans le systéme visuel ? Quelles sont les caractéristiques de ces
altérations ?

Mais également en ce qui concerne le comportement global: Les altérations affectant les

compétences visuelles impactent-elles d’autres comportements de la souris Fmr1 KO ? En particulier, les



taches cognitives impliquent-elles la vision, et leurs performances sont-elles par conséquent

compromises par des altérations de la vision ?

Les réponses a ces questions apporteraient des éléments nouveaux sur les compétences du systéeme
visuel en cas d’absence de FMRP, et une description précise des troubles visuels associés a 'absence de
cette protéine. Elles apporteraient également un regard nouveau sur les anomalies comportementales
décrites chez la souris Fmrl KO, et totalement attribuées a d’autres causes sans envisager une
participation des troubles sensoriels visuels. La description du phénotype comportemental visuel de
la souris Fmr1 KO, réalisée pour la premieére fois, apportera donc des éléments de compréhension
sur les incapacités visuelles causées par I'absence de la protéine FMRP, et sur les troubles
comportementaux d’'une maniére globale, ceux-ci étant potentiellement liés aux capacités

visuelles.

2.2 Stratégie expérimentale

Le travail réalisé ici consiste donc a mettre au point et employer des tests comportementaux
permettant d’évaluer des aspects trés précis des capacités visuelles des souris. La difficulté rencontrée
ici est que le modéle murin étudié est affecté par des troubles cognitifs, en particulier des troubles de la
mémoire, et des troubles neuro-associés tels que le déficit d’attention. Si ces différentes compétences
sont requises pour accomplir le test, les déficits de la souris Fmr1 KO dans ces domaines peuvent biaiser
les conclusions tirées lors de l'analyse comportementale. Le défi est donc d’utiliser des tests
impliquant exclusivement les reflex et instincts liés a la vision de la souris, sans nécessiter aucune
capacité de mémoire, d’analyse ou de réflexion. Ainsi, si une anomalie du comportement est mise
en évidence chez la souris Fmr1 KO, elle peut étre associée a un trouble de la vision.

Notre choix s’est alors porté sur 2 tests comportementaux existants. Le premier, nommé Visual Cliff,
permet d’évaluer la capacité de la souris a percevoir la profondeur et la perspective (Fox, 1965; Glynn
et al,, 2003). Brievement, la souris testée est libre de se déplacer dans un dispositif contenant une zone
ou se présente une situation de « vide » sous ses pattes. Instinctivement, si la souris pergoit le vide sous
ses pattes, elle fuira cette zone du dispositif pour préférer une zone « sans danger ». Ainsi, ce test se base
sur un instinct naturel chez la souris : si la souris est en mesure de percevoir la profondeur, alors elle
fuira. Le deuxieme test, nommé Optomotor Drum ou optometre, permet d’évaluer la capacité de la
souris a percevoir le contraste et le mouvement (Cowey and Franzini, 1979; Kretschmer et al., 2013).
Briévement, le dispositif consiste en un haut cylindre dont la surface interne est recouverte d'un motif
rayé verticalement de noir et de blanc. La souris est placée au centre de ce cylindre, sans contention, et
le cylindre tourne lentement autour de la souris. Le test utilise le reflex optocinétique de la souris,
équivalent au réflexe de nystagmus humain : si un objet passe dans le champ de vision, alors le regard le
suit de maniere involontaire. Ainsi, si les capacités visuelles de la souris testée sont suffisantes pour

détecter la présence d'un objet contrasté en mouvement dans le champ de vision, la souris effectuera par



reflex un mouvement de suivi du stimulus. Pour étre tout a fait précis, la souris effectuera un mouvement
tres net avec sa téte, nommé réponse optomotrice. Il a été démontré que cette réponse optomotrice est
le reflet du réflexe optocinétique chez la souris, et est donc parfaitement utilisable pour étudier ce reflex
de nystagmus chez les modeéles murins (Kretschmer et al, 2017). Nous avons également adapté
I'optomotor drum pour étudier le comportement de la souris face a des stimuli plus ou moins contrastés,
et ainsi analyser ses capacités de discrimination des contrastes. Les deux tests employés impliquent
donc la vision de la souris, qui montrera ses compétences par des comportements instinctifs ou
de I'ordre du reflex, sans faire appel a des capacités cognitives. Nous étudions ici 3 traits visuels :
la perception de la perspective, la sensibilité au contraste et la compréhension des mouvements.
Enfin, la participation des capacités de perception visuelle a la réussite d’'une tiche comportementale
visant a évaluer les capacités cognitives de la souris sera évaluée. Cela permettra de déterminer si
I’altération des capacités visuelles de la souris Fmr1 KO joue un role dans ses performances lors
de la réalisation d'une telle tiche de cognition. Afin de rester cohérent avec notre précédente étude,
et de mettre en évidence une éventuelle évolution des capacités visuelles de la souris Fmr1 KO au cours

de sa vie, nous avons réalisé ces taches sur des animaux de 1 mois, 3 mois et 6 mois.

2.3 Résultats principaux de I'étude

Pour la toute premiere fois, les aspects de sensibilité visuelle de la souris Fmrl KO ont été étudiés,
sans que ne soient mis en ceuvre ses capacités cognitives. L’examen que nous avons mené a révélé de
réelles altérations des capacités visuelles de la souris Fmr1 KO. Ces altérations se caractérisent
par une diminution de la perception de la perspective, une sensibilité moindre aux mouvements,
et des anomalies de perception et discrimination des contrastes. Ce phénotype comportemental
visuel, tres marqué, impacte trés certainement les performances des souris Fmr1 KO lors de la réalisation
d’autres taches comportementales. Par exemple, ici, nous avons montré qu’une tache de reconnaissance
d’un objet implique la perception de la forme et du contraste. Il est donc évident qu’'un animal ayant des
difficultés visuelles connaitra des difficultés a réaliser efficacement cette tache. Cependant, nous ne
pouvons pas juger de l'importance de l'impact de la diminution des capacités visuelles sur les
performances réalisées lors d'une telle tiche. Il n’en reste pas moins que la diminution des
compétences visuelles liées a la perception des contrastes, mouvement et perspective chez la
souris Fmr1 KO biaise la reconnaissance et I'évaluation de son environnement, ce qui impacte

certainement son comportement global.
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Fragile X Syndrome (FXS), the most common inherited form of human intellectual
disability (ID) associated with autistic-like behaviors, is characterized by dys-sensitivity
to sensory stimuli, especially vision. In the absence of Fragile Mental Retardation
Protein (FMRP), both retinal and cerebral structures of the visual pathway are impaired,
suggesting that perception and integration of visual stimuli are altered. However,
behavioral consequences of these defects remain unknown. In this study, we used male
Fmr1=/ mice to further define visual disturbances from a behavioral perspective by
focusing on three traits characterizing visual modality: perception of depth, contrasts
and movements. We performed specific tests (Optomotor Drum, Visual Cliff) to evaluate
these visual modalities, their evolution from youth to adulthood, and to assess their
involvement in a cognitive task. We show that Fmr7=/ mice exhibit alteration in
their visual skills, displaying impaired perspective perception, a drop in their ability
to understand a moving contrasted pattern, and a defect in contrasts discrimination.
Interestingly, Fmr1=/Y phenotypes remain stable over time from adolescence to late
adulthood. Besides, we report that color and shape are meaningful for the achievement
of a cognitive test involving object recognition. Altogether, these results underline the
significance of visual behavior alterations in FXS conditions and relevance of assessing
visual skills in neuropsychiatric models before performing behavioral tasks, such as
cognitive assessments, that involve visual discrimination.

Keywords: Fragile X Syndrome, Fmr1 % mice, FMRP, sensory sensitivity, visual abilities, depth perception, contrast
sensitivity

INTRODUCTION

Fragile X Syndrome (FXS) is the most common inherited form of human intellectual disability
(ID) affecting approximately 1 in 4,000 males (Penagarikano et al., 2007; Abrahams and
Geschwind, 2008; Hunter et al, 2014). This X-linked disorder is characterized by moderate
to severe mental retardation, autistic-like behavior, facial abnormalities and macroorchidism

Abbreviations: FXS, Fragile X Syndrome; ID, Intellectual Disability; ASD, Autism Spectrum Disorder; FMRP, Fragile
Mental Retardation Protein; FMR1, Fragile Mental Retardation 1; ERG, Electroretinogram; WT, Wild-type; NOR, Novel
Object Recognition; PI, Preference Index; HT, Head-tracking; ITI, Intertrial interval; RGB, Red Green Blue color value.
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(Penagarikano et al., 2007; Hagerman et al., 2017). FXS is
caused by the absence of Fragile X Mental Retardation Protein
(FMRP) due to transcriptional silencing of the Fragile X
Mental Retardation 1 (FMRI1) gene. This FMRP defect leads
to numerous synaptic protein alterations (Liao et al., 2008;
Klemmer et al., 2011), neuronal dendrite spine immaturity and
brain synaptic impairments (Vanderklish and Edelman, 2005;
Liao et al., 2008) and thus to cognitive, communication, social
and behavioral impairments (Pietropaolo et al., 2011). Besides,
FXS patients also present abnormal sensory processing named
sensory hypersensitivity (Minshew et al., 1997; Baron-Cohen
et al., 2009), characterized by early life strong aversion for visual
social contact (over 90% of FXS children), tactile contact or
increased noise sensitivity (Lachiewicz et al., 1994; Merenstein
et al., 1996).

Among sensory impairments, vision seems particularly
affected in FXS patients. Some studies suggested that they
provide spatiotemporal visual processing alterations, such as
reduced contrast sensitivity for visual stimuli presented at high
temporal frequencies as well as altered visual sensitivity for
both static (texture difference) and moving stimuli (Kogan
et al., 2004b; Farzin et al., 2008). These deficits used to be
associated with brain neuronal impairments, in particular in
the primary visual cortex, the integrative part of visual system
(Kogan et al., 2004a; Farzin et al., 2011). However, we have
previously demonstrated that in physiological conditions FMRP
is also expressed in the retina, the first structure responsible
for light perception (Rossignol et al., 2014; Perche et al., 2018).
Subsequently, it has been demonstrated that FMRP is a crucial
protein involved in the retinal light sensory (Guimardes-Souza
et al,, 2016; Wang et al.,, 2017). Accordingly, using the validated
murine FXS model employing Fmr1~/" mouse strain (Bakker
et al, 1994), we have shown that FMRP deficiency in the
retina generates significant abnormalities in proteins contents
and cellular alterations leading to defected signal transmission
between photoreceptor cells and the inner retina, measured by
the electroretinogram (ERG) technique (Rossignol et al., 2014;
Perche et al., 2018). Moreover, FMRP absence leads to several
deficits in visual subcircuits of the Superior Colliculus (SC;
Kay et al., 2018), a midbrain structure regulating eye and head
movements. Therefore, absence of FMRP seems to lead to a
global visual system defect starting from light perception by
the neural retina to visual information integration in cerebral
visual areas.

Furthermore, it has been shown that Fmr1~/¥ mouse strain
exhibits sensorial impairments, in addition to behavioral and
cognitive alterations similar to those observed in FXS patients
(Bakker et al.,, 1994; Nimchinsky et al., 2001; Yan et al., 2004;
Dolen et al., 2007; Spencer et al, 2011; Hebert et al.,, 2014;
Ghilan et al., 2018), concomitantly displaying auditory, olfactory
and tactile disorders (Larson et al., 2008; Arnett et al., 2014;
Rotschafer and Cramer, 2017). However, to our knowledge, the
visual skills of Fmr1~/¥ mice have not been investigated using
specific visual tests yet. Therefore, we here aimed to study visual
aspects of sensory disorders occurring in Fmr1~/Y mouse strain,
especially knowing molecular, cellular and functional defects in
Fmr1~/¥ visual system. Of note, vision is an important sense

for mice, bringing crucial information for environmental and
social understanding (Hoy et al., 2016). Consequently, the visual
modality is particularly important when performing behavioral
tests in mice. For instance, learning and memorization tests,
but also sociability, repetitive behavior or anxiety tests must
involve visuospatial skills. It is, therefore, necessary to evaluate
the contribution of visual modality on the results obtained
during behavioral tests, especially since many of the reported
Fmrl~/Y mouse strain behavioral phenotype were described in
test involving visual modality.

Our project aimed to better characterize visual disturbances
in Fmr1~/Y mice from a behavioral point of view. We focused on
three traits that characterize visual modality: the perception of
contrasts, movements, and depth. Specific tests were carried out
in order to carry out specific tests to evaluate visual modalities
(Optomotor Drum, Visual Cliff), their evolution from youth to
adulthood, and to assess their involvement in a cognitive task.

MATERIALS AND METHODS

Animals

Fmrl=" and their wild-type (WT) males littermates were
generated by breeding heterozygous Fmrl~/* females from
C57BL/6] background with C57BL/6] males. Mice were weaned
at 21 days of age and co-housed with their same-sex littermates.
Genotype was determined as previously described (Bakker
et al, 1994). Food and water were provided ad Ilibitum.
Animals were maintained under controlled temperature
(22°C) and humidity (55%) conditions with a 12:12 h dim
light-dark cycle (50 lux, lights on at 7 a.m.). All experimental
protocols received full review and approval by the regional
animal care and use committee (Comité Régional d’Ethique a
I'Expérimentation Animale—CREEA—TSA-DM Therapie1100)
prior to conducting the experiments.

Experimental Design

Investigation of FmrI~/” mice visual phenotype was focused
on two main aspects: the depth perception, using the Visual
Cliff test, and the contrast and motion understanding, using
the Optomotor Drum device. This examination was carried
out at three different ages, from adolescence to adulthood, to
describe this behavioral phenotype, but also its age of onset
and its potential evolution through ages in the absence of
FMRP. Therefore, male mice were tested at different ages
(1 month, 3 months and 6 months old, respectively), representing
adolescence, maturity and the end of mature adulthood. Two
groups of animals were used for the Visual Cliff test (WT n = 25,
Fmr1~/7 n =22 for 3 months old, WT n = 20, Fmr1~/¥ n = 26 for
6 months old), and three groups for Optomotor Drum test (WT
n =12, Fmrl=? n = 18 for 1 month old, WT n = 15, Fmrl /7
n = 13 for 3 months old and WT n = 14, Fmr1=/" n = 14 for
6 months old). In addition, we sharpened our understanding
of contrast discrimination using a contrast-shaded Optomotor
test (3 months old WT n = 48, Fmrl=/’ n = 42). Each animal
performed only one contrast condition (lambda: WT n = 16,
Fmrl™ n = 10; beta: WT n = 7, Fmrl=" n = 6; gamma: WT
n = 10, Fmr1™"” n = 14; omega: WT n = 6, Fmrl™/V n = 7;
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psi: WT n =9, Fmr1~/Y n = 6). Eventually, the implication of
visual abilities in a cognitive task involving object recognition
was investigated. Three months old mice underwent the Novel
Object Recognition (NOR) test and a modified device (WT n =9,
Fmrl™"Y n = 13). These two last tests were performed only at one
age on the basis of previous results from two first tests.

Optomotor Drum Visual Test

Vision of contrast and motion was assessed with an Optomotor
Drum apparatus as previously described (Cowey and Franzini,
1979; Benkner et al., 2013; Kretschmer et al., 2013) with slight
modifications. The device is a large rotating circular drum (@
30 cmy; height 50 cm; Figure 1A). Rotation (constant velocity
of 12°/s) was controlled thanks to an electric motor allowing to
change the direction of rotation by reversing voltage polarity.
In the middle of the cylinder, an elevated stationary metallic
platform (20 cm above the drum bottom; diameter: 12 cm) was
used to place the tested mouse. The inner side of the drum was
covered with a vertical pattern composed of 2 cm-wide black
and white stripes, printed on removable paper panels fitting
with the cylinder. Homogenous luminance in the apparatus was
controlled by lux meter at the height of mouse eyes and was set at
10 lux.

When testing, mouse was placed on the central platform
(Figure 1A) and the drum remained motionless during the first
2 min. Then there was a clockwise turn for 2 min, followed by
a counterclockwise turn for 2 min. Reversion was immediate
to prevent mouse from habituation of the stimulus motion.
Recording was also performed when the drum was not moving
allowing to check that the mouse did not show spontaneous head
movements which may be confounded with head-tracking (HT)
movements recorded during test. Habituation to the apparatus
without stripes on the drum was performed 24 h before the test.
Apparatus was cleaned with 70% ethanol and water between each
mouse. All tests were carried out by a single operator blind to
mice genotypes.

Videos were recorded by an appropriate video software
(EthoVision XT, Noldus, Netherlands), and analyzed by an
operator using a video processing software (TheObserver,
Noldus, Netherlands). Number and total time duration of HT
were counted for each direction of rotation, as well as the latency
of the first HT. A single operator, blind to mice genotypes,
conducted all analysis.

Contrast-Shaded Optomotor Drum Test
We investigate Fmrl1~/Y mice contrast sensitivity in order to
sharpen our understanding of their vision of contrasts. Contrast
sensitivity is the property of vision that measures a local
difference in luminance necessary to detect a target. In fact,
luminance is the physical value linked to the visual sensation
of lightness emitted by a surface. It is defined as the power
of a visible light emitted in a surface spot and in a particular
direction, expressed by unit of area. Thus, in identical conditions
of luminosity, a very light surface would have a high luminance
whereas a perfectly black surface would have a null luminance.
To investigate mice behavioral responses toward various
contrasted conditions, we created an alternative test using the

concept of the Optomotor Drum. The same apparatus was used
in similar conditions as described previously.

The only difference was in the pattern provided to the
tested mouse. Herein, instead of a maximal contrasted pattern
(black and white pattern classically used), vertical stripes were
composed of a less contrasted pattern, creating shades of gray.
We chose to quantify the “gray level,” and so the contrast created,
using the Red Green Blue color value (RGB) color system.
Briefly, this system constructs all colors as a combination of Red,
Green and Blue, and allows to “express” them as three numbers,
with values from 0 to 255. Typically, white is (255;255;255)
and black is (0;0;0). In the RGB system, grays are expressed
with the three same figures in their details. So, the advantage
of using the RGB system is that grays are easily expressed.
Therefore, we utilized this color system to design a gray scale
(Figure 2A) and have chosen five shades of gray to composed
new contrast-shaded patterns. Each pattern was composed of
2 cm wide vertical stripes alternating one of the chosen grays
and black or white (Figure 2B). Therefore, in our conditions,
contrast may be defined as the luminance difference between
the two shades of gray used to compose a pattern, since a
dark gray has a weak luminance and a light gray has a high
luminance. This definition is similar to the one previously used
in a study of contrast sensitivity using Optomotor Drum where
the authors defined contrast as the difference in luminance
between peak and valley of a sine-wave pattern (Umino and
Solessio, 2013). We quantified the level of contrast of each
pattern by calculating the difference between RGB numbers of
the two colors of its stripes and the result was divided by 255
(e.g., if we used (xx;x) and (y;y;y) with x < y, the contrast
was C = (y — x)/255). By convention, contrast was negative
when, as compared to the standard condition (lambda), black
was conserved and white had been darkened. Following these
rules, we composed four contrast-shaded patterns, named beta,
gamma, omega and psi (Figure 2C). Gray colors used were
printed in a controlled manner, allowing us to perfectly monitor
the contrast of the newly created pattern. These contrasted-
pattern tests were processed and analyzed exactly as the standard
Optomotor Drum test.

Visual Cliff Test

Depth perception was assessed by Visual Cliff test (Figure 1B)
as previously described (Fox, 1965; Glynn et al., 2003), with
slight modifications. The apparatus consisted of three plastic
boxes: two boxes (length: 20 cm; width: 40 cm; height: 40 cm)
were placed side by side on the floor. The first box had its
open side directed upward, and a checkboard pattern with black
and white squares (2 cm x 2 cm) was settled on its bottom
(at the ceiling of the box). The second box had its open side
directed downward, and the checkboard pattern was placed on
its top. The whole device was covered with a Plexiglas panel.
The third box, bottomless and roofless (length: 40 cm; width:
40 cm; height: 40 cm) was placed above. In this setting, the third
box represented an open field composed of two equal sections:
the section above the first box (length: 20 cm; width: 40 cm)
with a cliff of 40 cm discernable by the tested mouse between
the Plexiglas panel and the checkerboard-patterned bottom,
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FIGURE 1 | Apparatuses used to perform behavioral tests. (A) Optomotor Drum device allowing to provide tested mouse with a contrasted moving pattern, in order
to assess contrast perception and contrast discrimination. (B) Visual Cliff test assembly composed of a shallow end and a deep end, in order to assess depth
perception. (C) Novel Object Recognition (NOR) test. On the left, the different objects used as familiar and novel, and on the right the Open field provided with pairs
of objects to test the New Object Recognition.

called “deep end” (or “unsafe zone,” red zone on the figure),
and the section above the second box (length: 20 cm; width:
40 cm) called “shallow end” (or “safe zone,” green zone on the
figure; Figure 1B). Homogenous luminance in the apparatus was
controlled by lux meter at the height of mouse eyes and was set
at 10 lux.

During testing, a mouse was placed in the corner of the
shallow end section and was free to move all over the open
field for 300 s. Its behavior was recorded by a video camera
through appropriate video software (EthoVision XT10, Noldus,
Netherlands). Apparatus was cleaned with 70% ethanol and

water between each mouse. A single operator blind to mouse
genotypes conducted all assessment.

Videos were analyzed by video-tracking software (EthoVision
XT10, Noldus, Netherlands). For the analysis, the open field was
separated in two distinct zones: safe and unsafe zones.

Time spent in each zone was counted, and Preference Index
(PI) for the safe zone [PI = (Time in safe zone/(Total test
time) x 100)] was calculated for each mouse. Occurrences in
each zone, as well as the total number of crossings between the
two zones were also quantified. The total distance moved by the
mouse during the test was also recorded.
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FIGURE 2 | Creation of contrast-shaded patterns used for an adapted Optomotor Drum. (A) Gray scale created using the Red Green Blue color value (RGB) color
system, from black (0;0;0) to white (255;255;255). (B) Contrasted-shaded patterns newly created. (C) RGB details of grays used to compose them and contrast
value associated (see “Materials and Methods” section for details on contrast computation).

Novel Object Recognition Task (NOR)

The NOR task is a cognitive test about visual recognition
memory. It is based on mouse innate tendency to preferentially
explore novel stimuli, and allows to assess memory without
external motivation, rewards or punishment (Ennaceur and
Delacour, 1988) by measuring an index of stimulus recognition
(Baxter, 2010). Briefly, the standard task (NORI1) consisted
of three phases: habituation, familiarization, and choice
(Bhattacharya et al., 2012; King and Jope, 2013; Gomis-Gonzélez
et al.,, 2016; Costa et al., 2018). The mouse was habituated to
an empty open-field (40*40*40 cm) for 10 min, 48 h and 24 h
before the task. This habituation (Phase 1) reduces mouse
anxiety linked to the confrontation to a novel environment.
The test day, the mouse was first given 3 min to rehabituate to
the empty arena, then a pair of identical objects (black plastic
cube; 3*3*3 cm) was placed in diagonally opposite corners
of the arena, approximately 5 cm from the walls of the box
to allow investigation of all sides of the objects (Figure 1C).
The mouse was then placed in the unoccupied corner facing
the wall and allowed to freely investigate the two objects for
5 min (Phase 2 or familiarization). During the Phase 3 (or
choice), objects were substituted by an identical object to the

previous ones and a novel object different in color and shape
(white plastic ball; @3 cm; Figure 1C). Both objects were
changed in order to exclude the contribution of the sense of
smell in the object recognition performed by the tested mouse.
Once again, the mouse was allowed to freely investigate the
two objects during 5 min. These two phases were separated
by a 3-min intertrial interval (ITI). The mouse was removed
from the open-field and placed in a single-housing cage next
to the arena for the duration of the ITI. We alternated the
location of the novel object, so that half of the mice saw the
novel object on their left and the other half saw it on their
right. After each session, the open-field and objects were wiped
with 70% ethanol to eliminate olfactory cues. All tests were
carried out at 20 lux luminance by a single operator blind to
mice genotypes.

In order to investigate how color and shape impact the
recognition of novel object, we generated two slightly modified
versions of the NOR task, named NOR2 (color-modified version)
and NOR3 (shape-modified version). The difference among the
three versions relies on the presented objects during the choice
phase: during the NOR2 the novel object differed from the
familiar by its color (white plastic cube; 3*3*3 ¢cm) and during
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the NOR3 the novel object differed by its shape (black plastic ball;
@3 cm; Figure 1C).

This object recognition test was set up with black and white
objects in order to draw a parallel with the Optomotor Drum test.
The idea was to use a contrast between the two objects of the same
intensity that black and white stripes of the Optomotor Drum.
The texture characteristic of the object was deliberately retained
in order to modify only visual characteristics without interfering
with the tactile modality.

Videos were analyzed by video-tracking software (EthoVision
XT10, Noldus, Netherlands). Object exploration was scored
only when the mouse’s nose or front paws were in contact
with the object. Duration (time) and frequency (number of
visits) of object exploration during each phase were recorded,
and a discrimination index representing the difference of time
exploring each object between the familiarization phase and the
choice phase (expressed in percentage of the exploration time
during familiarization phase).

Statistical Analysis

All results are expressed as mean =+ SEM. Data analysis
was performed using Statistica 13.3. For all statistical tests, a
confidence interval of 0.95 was initially chosen (i.e., a = 0.05).
For all data, we tested the distributions’ normality with the
Shapiro-Wilk’s test, and the homogeneity of variances with
Levene’s test when an analysis of variance (ANOVA) analyze
was required. For Visual Cliff and NOR tests, we used repeated-
measures ANOVA followed by post hoc Fisher’s LSD test when
a statistically significant main effect or interaction was detected
(p < 0.05). For the Visual Cliff test, main factors were zone (Fz),
genotype (Fg) and age (Fa). For NOR tests main factors were
object (Fo) and genotype (Fg). For Optomotor tests, statistical
analysis was conducted using two-way ANOVA with age (Fa),
genotype (Fg), or a three-way ANOVA with age (Fa), genotype
(Fg) and minute (Fm) as main factors. For contrast-shaded
Optomotor, we used a repeated-measures ANOVA followed by
post hoc Fisher’s LSD test with contrast condition (Fc) and
genotype (Fg) as main factors. For all tests, when non-parametric
tests were required, a Kruskal-Wallis test was realized followed
by Wilcoxon’s test with a p correction. In figures, significant
differences between groups are noted by *p < 0.05; **p < 0.01;
¥ p < 0.001; ***p < 0.0001 for genotype comparisons, and by
*p < 0.05 ¥p < 0.01; *p < 0.001; ***p < 0.0001 for intra-
groups comparisons.

RESULTS

Contrast Perception Impairment in

Fmr1-"Y Mice

Motion and contrast understanding of Fmrl~/” mice were
investigated thanks to the Optomotor Drum. This apparatus
is based on a natural reflex: a mouse with visual abilities
efficient enough to detect a contrasted motion passing through
its visual field would have the reflex to follow this stimulus with
its head, at least for a brief moment (Mitchiner et al., 1976;
Schmucker et al., 2005; Kretschmer et al., 2015). This instinctive

movement, called the optomotor response and illustrated in
practice by a HT, reflects the ability to detect and understand
a contrasted motion occurring in the visual field, and so is
not due to cognitive and computational abilities. This test rests
on the optokinetic nystagmus reflex occurring when a visual
target moves across the visual field (Mitchiner et al., 1976),
reflecting the animal perception of a moving stimulus. Since
for rodents the optomotor response is well correlated to the
optokinetic reflex (Kretschmer et al., 2017), the Optomotor
Drum test has been described to be a robust test to investigate
vision of contrasts abilities in mice, allowing data collection
without invasive procedure (Thaung et al., 2002). Therefore, this
test performed without any motion limitation allows to gain
information on the visual abilities without training, exacerbated
anxiety, and overall without involvement of mouse cognitive
abilities, and has been demonstrated to be a very robust test to
discriminate rodents with normal vision from those with visual
alterations (Lawrence et al., 2000; Schmucker et al., 2005; Akimov
and Renteria, 2012; Umino and Solessio, 2013).

This test was carried out on 1-3- and 6-month-old mice.
All mice were able to perform HT, and the operator did not
observe any difference in the way HT were performed between
genotypes. Parameters recorded were the number of HT and
the total time spent in HT, from which were calculated the
mean duration of a HT (Figure 3). For all these parameters,
statistical analysis did not revealed any interaction between
age and genotype (duration F,gnsge = 0.221, p = 0.802;
number F,gog0 = 0.022, p = 0.978; mean duration WT
XGy = 0295 p = 0863 Fmrl™" x% = 293, p = 0.230).
However, a genotype effect on both total time spent in
HT (Fgu0) = 37.53, p < 0.0001) and the number of HT
(Fg1,80) = 90.84, p < 0.0001) was highlighted. Indeed, Fmrl™/
mice spent significantly less total time in HT as compared
to their WT littermates (1 month: p = 0.0001; 3 months:
p = 0.002; 6 months: p = 0.0008; Figure 3A), resulting from a
significant decrease in number of HT (I month: p < 0.0001;
3 months: p < 0.0001; 6 months: p < 0.0001; Figure 3B).
Fmr1~/Y mice provided a 40% decreased response as compared
to WT ones (Figures 3A,B). Importantly, there was no genotype
effect on the mean duration of an HT. Indeed, no significant
difference was obtained for this parameter between WT and
Fmrl™/ mice (1 month: p = 0.433; 3 months: p = 0.140;
6 months: p = 0.908; Figure 3C), highlighting that variation
observed in the total time spent in HT was directly linked to
the number of HT, and not to a variation in the duration of
each HT. This underlines that the ability to perform a correct
HT was not altered in Fmrl~/” mice and that their head and
neck motion did not hinder their task performance. Moreover,
similar results were obtained when considering each rotation
direction (clockwise and counterclockwise), whatever the age
(Supplementary Figure S1).

Ultimately, it is important to highlight that decreased total
duration and number of HT observed in Fmrl~/" mice were
similar across all three tested ages, approximately 35%, from 1 to
6 months old.

We recorded the latency to the first HT provided by each
mouse, meaning the time between the first HT movement
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FIGURE 3 | Optomotor Drum test. Motion and contrast perception of Fmr1~/Y mice were investigated thanks to the Optomotor Drum. Histograms represent (A)
total time spent in head-tracking (HT), (B) total number of HT, (C) mean duration of one HT and (D) latency to the first HT. Curve represents (E) time spent in HT
minute by minute. All data were represent at each age tested (1 month: wild-type (WT) n = 12; Fmr1=/" n = 18; 3 months: WT n = 15; Fmr1=// n = 13; 6 months: WT
n =14; Fmr1=/Y n = 14). All parameters were scored in seconds, and were expressed in % of results obtained with the WT group at the corresponding age (WT
littermates). Data represent mean + SEM. Significant differences between WT and Fmr1~/ are noted by *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; ***p < 0.0001.

and the start of the drum rotation. Statistical analysis did
not reveal any significant difference between results at 1,
3 and 6 months, whatever the genotype (WT X(zz) = 0.806,
p = 0.668; Fmrl=/” X(22) = 1.083, p = 0.582). One-month-old
Fmrl™" mice showed a significant (p = 0.015) increase in
latency to the first HT in regards to WT. Results remained
stable from one age to another (Figure 3D), with a significant
difference between WT and FmrI~/” mice in their latency to
first HT (3 months: p = 0.016; 6 months: p = 0.013). These
results underline the lower ability of Fmr1~/¥ mice in contrast
perception. Moreover, we quantified the time spent in HT at
each minute of the test (Figure 3E). In accordance with previous
results, statistical analysis showed a genotype effect on this
parameter (Fg(1,80) = 0.699, p < 0.0001) without any interaction
between age and genotype (Fignso = 0.299, p = 0.742).
Moreover, no effect of the minute of the test was noticed
(Fm@,80) = 2.31, p = 0.076) without any significant interaction
between genotype and the minute of the test (Fgm(g0) = 0.777,
p = 0.507). These results indicate that for all three tested
ages WT and Fmrl~/” mice spent similar time in HT at each
minute of the test. These data show that the response to
this test remained stable throughout the whole test duration,
whatever the genotype. Thus, the overall decreased response
of Fmr1™/¥ mice was not due to shorter HT, or to a decrease
occurring during the test. FmrI~/Y mice had a similar mean

duration of HT than WT, and their response remained stable
during the 4 min of the test, whatever the rotation direction of
the drum.

FmrI~/ mice spent less time in HT than WT ones, due to a
reduced number of HT. This decrease was not due to disinterest
or a lack of attention span that occurred when mice performed
an HT, and throughout the whole test duration. As illustrated by
their clearly raised latency to the first HT, Fmrl~/” mice showed
difficulties in the detection of the contrasted stimulus.

Globally, the lower response of Fmrl~/? mice to the
Optomotor Drum test highlighted defects in vision of contrast
and motion, from youth to adulthood, in a stable way through
the ages.

Contrast Discrimination Alterations in
Fmr1-"Y Mice

In order to sharpen our understanding of the defects in
vision of contrasts of Fmrl~/¥ mice, we reused the Optomotor
Drum to investigate their behavioral response toward various
contrasted conditions. The standard test showed that mouse
responses remained stable from 1 to 6 months old, whatever
the genotype. Therefore, seeking for a refinement of animals
used, the Contrast-shaded Optomotor Drum test was performed
only at one age (3 months) for all conditions tested. As for the
standard test, parameters recorded were the time spentin HT and
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the number of HT, from which the mean duration of a single HT
was deduced.

First, it has to be noted that whatever the genotype mice
responded to all contrast conditions tested. These conditions did
not allow to determine a threshold beyond which contrast would
be too weak to be perceived (Figure 4).

Then, irrespectively of the genotype, the observed response
depended on the contrast used. Indeed, statistical analysis
showed an effect of contrast condition (Fcu4g) = 10.15,
p < 0.0001), but also a genotype effect (Fg(1,81) = 11.49, p = 0.001)
on the total time spent in HT (Figure 4A). The evolution of
time spent in HT, in regards to contrasts, differed between
genotypes. Indeed, at C = —0.31 WT mice spent significantly
more time in HT than at C = —0.13 (p = 0.003), reaching a
similar duration to the one performed at C =1 (p = 0.653). In
contrast, at C = —0.31 Fmrl~/” mice spent a similar amount
of time in HT to the one performed at C = —0.13 (p = 0.874)
and a very low amount of time compared to the one recorded in
standard condition (p = 0.098). Consequently, even if the time
spent in HT was similar between both genotypes at C = —0.13
(p = 0.772), it became significantly different as contrast reached
—0.31 (p = 0.003) and remained different when C =1 (p = 0.008),
as previously described with the standard Optomotor Drum.
Thus, from C = —0.13 to C = 1, the time spent in HT increased
whatever the genotype, but following different patterns for each
genotype. Interestingly, mice did not provide these evolutions
when contrast varied from 0.13 to 1. Compared to standard
condition, WT mice spent a similar time in HT at C = 0.31
(p = 0.577) and at C = 0.13 (p = 0.569). Thus, WT mice
did not decrease their time spent in HT when contrast was
reduced. On the contrary, Fmrl~/7 mice spent more time in
HT at C = 0.31 than at 1 (p = 0.089), but not at C = 0.13
(p = 0.931). Thus, Fmrl=" mice increased their time spent in
HT and remained stable when contrast was reduced from 1 to
0.13. Consequently, the difference in the time that mice spent in
HT between WT and Fmrl~/¥ was not significant anymore at
C=0.31 (p = 0.409) nor at 0.13 (p = 0.341).

In accordance with results obtained with the standard test,
whatever the genotype, the time spent in HT was correlated to
the number of HT (Figure 4B). Results regarding the number
of HT followed identical trends than those described for total
duration spent in HT. Indeed, statistical analysis highlighted an
impact of contrast (Fc4,81) = 20.98, p < 0.0001) and of genotype
(Fga,1y = 24.15, p < 0.0001) on number of HT performed
by mice. Whatever the genotype number of HT varied with
the contrast tested, and the evolution of the number of HT
as a function of the contrast differed between genotypes. At a
contrast of —0.31 WT mice performed more HT than at —0.13
(p = 0.0019), reaching a score similar to the one performed
at C = 1 (p = 0.123), whereas, Fmrl™/’ mice performed a
number of HT similar to the one at —0.13 (p = 0.255) and
lower from the standard condition score (p = 0.161). Therefore,
even if the number of HT was similar between genotypes at
C=—0.13 (p = 0.223), it became different as the contrast reached
—0.31 (p = 0.003) and remained different in standard condition
(p < 0.0001). Thus, when the contrast increased from —0.13 to 1,
the number of HT increased for both genotypes, but at different
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contrast conditions within genotype are noted by *p < 0.05; #p < 0.01;
###p < 0.0001. Absence of significant difference between groups is

noted by ns.
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rates for each genotype. As for the time spent in HT, evolutions
of the number of HT were different when contrast varied from
0.13 to 1. In regards to standard condition, WT mice performed
a similar number of HT at C = 0.31 (p = 0.375) and at C = 0.13
(p = 0.100). Then WT mice did not decrease their number of
HT when contrast was reduced. On the contrary, FmrI~/¥ mice
performed a higher number of HT at C = 0.31 than at C = 1
(p = 0.060) but not at C = 0.13 (p = 0.361). Thus, Fmrl=/
mice increased their number of HT and then remained stable
when contrast decreased from 1 to 0.13. Based on these results,
the mean duration of a HT was calculated. It remained similar
between genotypes whatever the contrast condition (Figure 4C);
thus, results previously obtained were not due to a difference in
the duration of an HT between genotypes.

It is interesting to highlight that, irrespective of the genotype,
for two patterns with an identical gap in the RGB scale, mice
did not provided the same responses. Those depended on
whether the contrasted pattern was in light or in dark shades of
gray. However, WT and Fmrl~/” mice did not provide similar
evolution through contrasts, leading to significant differences
of response for several contrasts tested. Together, these results
show that mice have difficulties distinguishing a sharp contrast
in a dark condition. However, as soon as the contrast was
somewhat increased WT mice reached their maximal score
in contrast detection, whereas FmrI~/” mice did not enhance
their response. Fmrl™/? mice required a far more increased
contrast to enhance their contrast detection ability and leave
their basal response. Therefore, Fmr1~/Y mice display impaired
discrimination of contrasts. Results highlighted a shifting in
Fmrl~/Y mice response to increased contrast, with a rise in
response postponed on the contrast scale, meaning that Fmrl~/”
mice have a lower sensitivity to contrast.

Depth Perception Deficiency in Fmr1-
Mice

We assessed depth perception in Fmrl~/” mice by subjecting
them to the Visual Cliff test, which has been shown to be
effective in distinguishing between animals with normal and
poor visual abilities (Fox, 1965). Main parameters recorded were
the total occurrences and time spent by mice in each zone (safe,
unsafe), but also distance moved. Three and 6-months-old mice
underwent this test.

Time and Occurencies

First, age had no impact on occurrences and time in zones or
on the PI for the safe zone. Indeed, no significant interaction
between zone, genotype and age was noticed (time in zones
Fz,a,g(1,90) = 028,p =0.94; PI, Fa,g(1,90) = 0002,p =0.96; occurence
Frag190 = 0.28, p = 0.59). Each genotype provided similar
behavioral profiles in regard to occurrences and time spent in
zones, and so for PI, whatever the age (Figures 6A-C). Moreover,
a zone effect (F,1,90) = 67.47, p < 0.0001) was observed on
the total time spent in each zone (Figure 5A), with more time
spent in the safe zone than in the unsafe zone whatever the
genotype (3 months: WT p < 0.0001; KO p = 0.004; 6 months:
WT p < 0.0001; KO p = 0.041). However, a significant interaction
between zone and genotype (Fg,(190) = 12.04, p = 0.0008) was

noticed. Indeed, as compared to WT mice, FmrI~/¥ mice spent
significantly more time in the unsafe zone (3 months: p = 0.014;
6 months: p = 0.017) and less time in the safe zone (3 months:
p = 0.014; 6 months: p = 0.019; Figure 5A). Based on these
results, a PI for the safe zone was calculated for each mouse. A
genotype effect (Fg(1,90) = 12.02, p = 0.0008) was observed on PI
since Fmrl1~/Y mice had a significantly lower PI than WT mice
(3 months: p = 0.013; 6 months: p = 0.018). This index suggests
that Fmr1~/Y mice showed a decreased preference for the safe
zone compared to WT (Figure 5B). Regarding occurrences in
each zone, a genotype effect (Fg(1,90) = 8.07, p = 0.005) appeared
on entry frequency in safe and unsafe zones (Figure 5C). Indeed,
as compared to WT mice, Fmrl~/" mice performed a higher
number of occurrences in the safe zone (3 months: p = 0.120;
6 months: p = 0.097) as in the unsafe zone (3 months: p = 0.030;
6 months old: p = 0.102). Moreover, the zone had no effect on the
number of occurrences (Fy(1,90) = 1.69, p = 0.196). The number
of entries in each zone were similar between safe and unsafe
zones for WT mice (3 months: p = 0.174; 6 months: p = 0.655)
as for Fmr1~/Y mice (3 months: p = 0.771; 6 months: p = 0.592;
Figure 5C), explaining why the interaction between genotype
and zone was not statistically significant (Fg,190) = 0.242,
p = 0.623). Thus, genotype imbalance observed in times spent
in each zone is not due to the number of visits in each zone,
as illustrated by the heat map recorded for each genotype
(Figure 5D).

Herein, Fmrl~/7 mice showed an altered behavior in the
Visual Cliff characterized by an increased time in unsafe zone
without increase in the number of entries in this zone. It is worth
noting that whatever the genotype, mice spent more time in the
safe zone than in the unsafe zone. Consequently, our results did
not show a loss of the preference for the safe zone, but only a
decrease in the preference for the safe zone. This imbalance in
the presence in each zone led to a clear decrease of the PI for the
safe zone of Fmrl~/7 mice.

Locomotion

Regarding locomotion features (Figure 6), a genotype effect
(Fg(1,90) = 19.40, p < 0.0001) was observed on the total distance
covered during the test without any significant interaction
between genotype and age (Fga(1,90) = 0.315, p = 0.576). Indeed,
3-month-old Fmr1~/¥ mice demonstrated a significantly higher
distance traveled in regards to WT ones (p = 0.007), and
6-month-old mice presented a similar profile, with Fmrl=/”
mice covering a significantly higher distance than WT ones
(p = 0.0007; Figure 6A). Furthermore, the distance moved
in each zone of the apparatus was quantified (Figure 6B). A
zone effect (F,190) = 80.20, p < 0.0001) was noticed, but
there was no significant interaction between genotype and
zone (Fgy190) = 3.79, p = 0.054), nor between zone and age
(Faz1,00) = 0.097, p = 0.756). These results illustrate that mice
covered a significantly shorter distance in a deep zone than in
a shallow zone, whatever the genotype and age (3 months: WT
p < 0.0001; Fmrl=” p = 0.003; 6 months: WT p < 0.0001;
Fmrl™"Y p < 0.0001; Figure 6B). A genotype effect was observed
(Fg(1,90) = 17.90, p < 0.0001) on the distance covered in the
shallow end as well as in the deep end but statistical analysis
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did not show a significant interaction between age and genotype
(Fag00) = 0.342, p = 0.5604). Indeed, 3-month-old Fmrl~/
mice walked a higher distance than WT ones in safe zone
(p = 0.253) as in unsafe zone (p = 0.001), and a similar profile
was observed at 6 months old, with FmrI~/” mice traveling a
significant higher distance than WT mice in the shallow end
(p =0.009) as in the deep end (p = 0.001; Figure 6B).

Ultimately, the total number of crossings between safe and
unsafe zones performed by tested mice was recorded (Figure 6C).
A genotype effect (Fg1,00) = 19.53, p < 0.0001) was obtained
without any significant interaction between age and genotype
(Fga(1,90 = 0.282, p = 0.596), illustrating that Fmrl=" mice
performed a significantly greater number of crossings between
shallow and deep ends than WT mice at both ages (3 months old:
p =0.007; 6 months old: p = 0.0007).

Together, these results on locomotion were in line with the
well-known hyperactive behavior of Fmrl1~/¥ mice as described
in the literature (Kramvis et al., 2013; Mines, 2013; Seorensen
etal., 2015) in regards the distance moved in the arena. Fmrl~/”
mice covered a significantly longer distance than WT mice, in
the shallow end as well as in the deep end. Therefore, as the
hyperactivity occurred homogeneously in every zones of the
arena, mouse locomotion did not explain the results we obtained
in time and frequencies in zones. Even if Fmr1~/” mice covered a
longer total distance than WT ones during the test, this increase
occurred in safe as in unsafe zone. Imbalance in the time spent in
zones cannot be attributed to locomotion activity.

Thus, the imbalanced PI for the shallow end is not linked
to locomotion phenotype in the FmrI1~/¥ mice. The impaired
response to the Visual Cliff test suggested that FmrI~/” mice had
difficulties in depth perception, at 3 and 6 months old.

Involvement of Visual Modalities Impaired

in Fmr1"Y Mice in a Cognitive Task

Visual memory recognition was evaluated thanks to the NOR
task, in its standard version and in two modified tasks. This
test rests on rodents’ innate exploratory behavior when they are
exposed to a novel and a familiar objects, and allows to assess
memory without external motivation, rewards or punishment
(Ennaceur and Delacour, 1988) by measuring an index of
stimulus recognition (Baxter, 2010). Previous visual tests showed
that mouse responses remained stable from 1 to 6 months
old, whatever the genotype. Therefore, seeking for a refinement
of animals used, NOR tests were performed only at one age
(3 months old mice). For each phase, the number of nose
contact with each object and the time spent exploring each object
presented were recorded, hence a discrimination index for each
object was calculated.

For the three versions of the test, the two identical objects
presented in the familiarization phase were two black plastic
cubes. During this phase, durations spent with objects were not
impacted by the object (NOR1 Fy1,20) = 0.877, p = 0.360; NOR2
FO(I,ZO) = 1.26, p = 0.274; NOR3 Fo(l,ZO) = 2.01, p = 0.170)
and did not undergo interaction of the genotype (NORI
Fgo(1,20) = 0.004, p = 0.826; NOR2 Fg o120 = 1.187, p = 0.288;
NOR3 Fgo1,20) = 0.025, p = 0.873; Figure 7A). Indeed, WT
and Fmrl~/” mice did not spend more time with one object

than with the other. These results were coherent with the
number of visits which were not impacted by the object (NOR1
Fo(l,ZO) = 0914, p = 0.350; NOR2 F0(1,20) = 3.75, p= 0.067;
NOR3 Foy(1,20) = 0.241, p = 0.628) nor by the genotype (NOR1
Fgo(1,20) = 0.065, p = 0.800; NOR2 Fgo(1,20) = 0.139, p = 0.713;
NOR3 Fg (1,200 = 0.029, p = 0.866; Figure 7B). These results
suggested that there was no bias caused by a preference for
an object due to its location. Moreover, no difference in global
exploration was noticed between WT and FmrI~/7 mice since
both genotypes spent the same total time exploring objects
(NORI Fg(l,ZO) =0.74, p= 0.40; NOR2 Fg(1,20) =3.01, p= 0.099;
NOR3 Fy(1,20) = 0.64, p = 0.63).

After a 3 min ITI, one of the two cubes was replaced by
a new object, and the other cube was replaced by a duplicate
cube. For the standard version of the test (NOR1), this object
(a white plastic ball) differed by its shape and color. During
the choice phase, statistical analysis revealed an impact of
the object on the time spent in exploration (Fo(1,20) = 6.875,
p = 0.016) and on the number of visits (Fo(120) = 5.858,
p = 0.025). Indeed, WT mice spent significantly more time
in contact with the new object (p = 0.027), and tended to
visit the new object more (p = 0.058), whereas FmrI~/¥ mice
did not present difference in their exploration of the two
objects (time: p = 0.232; number: p = 0.183; Figure 8A). We
obtained results similar to the literature (Bhattacharya et al,,
2012; King and Jope, 2013; Gomis-Gonzalez et al., 2016; Costa
et al., 2018), with WT mice spending more time exploring the
new object and Fmrl~/¥ mice spending as much time sniffing
the familiar object and the new one during the choice phase,
although the total time of exploration of objects was similar
between both genotypes. The frequency of approach to objects
corroborated this result, since WT mice more often visited the
new object than the familiar one, whereas Fmr1~/¥ mice explored
them similarly. This phenomenon is also represented by the
discrimination index which corresponds to the difference of time
spent exploring objects between the familiarization phase and the
choice phase. Indeed, the discrimination index indicates that the
time spent by WT mice sniffing the new object was significantly
greater than the time spent in contact with the object replaced
during the familiarization phase, even if WT mice explored the
unchanged cube in the same proportion. Thus, WT mice have
a significantly higher index for the new object vs. the familiar
object (p = 0.052), whereas this index is similar for the new object
and the familiar for Fmrl~/” mice (p = 0.519; Figure 8A), the
total time of objects exploration during this phase was similar
between genotypes (Fg(1,20) = 0.675, p = 0.420).

For the NOR2 task, the new object was a white plastic cube so
that only the color would discriminate the familiar object from
the new object. Once again statistical analysis revealed an impact
of the object on the time spent in exploration (Fo(1,20) = 10.97,
p =0.003) and on the number of visits (Fo(1,20) = 6.01, p = 0.023).
WT mice were able to distinguish the two objects, as illustrated
by a higher exploration time of the new object (p = 0.008)
and a larger number of nose-contact (p = 0.011; Figure 8B).
Consequently, WT mice have a significantly higher index for
the new object vs. the familiar object (p = 0.004). In contrast,
Fmr1~/Y mice explored the two objects equally (time p = 0.1133;
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number p = 0.617), similar to the one performed during the
familiarization phase. Consequently, discrimination index of the
two objects was similar for Fmrl1~/¥ mice (p = 0.329).

For the NOR3 task, the new object was a black ball so that
it differed from the familiar object in its shape but not by color.
Once again statistical analysis revealed an impact of the object on
the time spent in exploration (Fy(1,20) = 11.77, p = 0.002) and on
the number of visits (Fo(1,20) = 8.32, p = 0.009). WT mice have a
preference for the new object since they spent more time sniffing
it (p = 0.002) and came more often into contact with it (p = 0.001).
The discrimination index indicates that WT mice tended to
spend more time in contact with the new object during this
choice phase (p = 0.075). FmrI~/? mice explored the two objects
in a similar way (time p = 0.240; number p = 1.000), similar to
the one performed during the familiarization phase, as illustrated
by the discrimination index (p = 0.914; Figure 8C). Interestingly,
the discrimination index showed that FmrI=/7 spend less time
exploring the two objects compared to the familiarization phase.

Furthermore, discrimination index of the three versions were
statistically different for WT mice ( X(Zz) =6.88, p =0.031) but not
for Fmr1~/7 mice (X(Zz) = 2.92, p = 0.112). More precisely, WT
mice exhibited a difference of discrimination index only between
the second and the third versions (NOR2-3: p = 0.038), and not
between other versions (NOR1-2: p = 0.213; NOR1-3: p = 0.085).
This may indicate that color impacts performance more in the
NOR test than shape. Besides, it is important to underline that,
for each genotype, there was no statistical difference between
total durations spent in exploration during choice phases of the
3 versions of the test (WT: X(22) = 1.42, p = 0.489; Fmrl=/7:
xé) =1.29, p=0.231).

Regarding locomotion features, statistical analysis did not
underline any difference between genotypes, whatever the
phase, for NOR1 (familiarization Fy120) = 1.591, p = 0.221;
choice Fgi0) = 0.125, p = 0.727), NOR2 (familiarization
Fg(1,20) = 0.010, p = 0.920; choice Fyg(10) = 0.0004, p = 0.983)
and NOR3 (familiarization Fg(120) = 0.928, p = 0.346; choice
Fg(1,20) = 0.020, p = 0.886; Supplementary Figure S2). However,
the hyperactivity phenotype of Fmrl™/» mice was observed
during the first day of habituation phase (Fg1,20 = 6.37,
p = 0.020), where Fmr1~/? traveled a higher distance than WT.
This difference disappeared in the course of the second day of
habituation to the open-field.

Altogether, these results indicate that whatever the parameter
modified, color or shape, WT mice were able to distinguish the
replaced object, unlike Fmrl~/¥ mice which were not able to
discriminate the two objects in any version of the test.

DISCUSSION

Evaluation of visual function and its effect on visually guided
behavior is of high importance to better understand and
characterize pathologies associated with visual integration and
perception defects. In the FXS, absence of FMRP has been
associated to visual system defect in patients, characterized by
spatiotemporal visual processing alterations (Kogan et al., 2004b;
Farzin et al., 2008) as in its murine model at the retinal level

(Rossignol et al., 2014; Perche et al., 2018). However, impact
on the visual behavior had never been investigated. Our project
aimed to better characterize visual disturbances in Fmrl~/» mice
from a behavioral perspective.

Contrast perception is a fundamental parameter for
functional vision, involved in many tasks and crucial for
other visual abilities, such as texture vision (Ginsburg, 2003;
Ichihara et al.,, 2007). In facts, the vision of contrast requires
properly measuring a local difference in luminance to detect a
target. Contrast perception requires a gain control mechanism
occurring in neurons of the early visual system, including
retina, lateral geniculate nucleus and V1 cortex (Rathbun et al,,
2016). To assess FMRP impact on the vision of contrasts, we
implemented the Optomotor Drum test in its standard version
(Cowey and Franzini, 1979; Schmucker et al., 2005). Herein,
behavioral responses were distinct between WT and Fmrl=/”
mice. Both genotypes were able to provide a HT in front of the
contrasted stimulus, but Fmr1~/Y mice presented a drop in their
response as compared to WT. It is crucial to underline that in
this reflex-based test the decrease observed in Fmrl~/? mice
response might not be due to disinterest or lack of attention,
as observed in other behavioral tests (Moon et al., 2006; Casten
etal,, 2011; Krueger et al., 2011; Kramvis et al., 2013). Indeed, as
illustrated by the increased latency to the first HT, Fmr1~/¥ mice
showed difficulties in the detection of the target, but when once
achieved they followed it in the same way than WT one without
variation of HT quality. Therefore, this behavior highlights a
clear alteration in Fmr1~/¥ mice abilities to perceive a contrasted
stimulus. Interestingly, optomotor response can be affected by
alterations of various structures of the visual system. Retina
has a clear impact on optokinetic response since Optomotor
Drum response is very different between rodents with normal
or degenerated retinas (Lawrence et al., 2000; Thaung et al,
2002; Schmucker et al., 2005). Furthermore, the eyes of animals
with different retinal states, degenerated or treated, provide
different responses to the test (Thomas et al., 2004), clearly
indicating that a satisfying retinal perception and transmission,
independently to integrative performance, is a crucial parameter
for contrast perception. Interestingly, the Ins2Akita/+ mouse
model of diabetes with significant retinal alterations, particularly
aberrant morphology of ganglion cells neurons characterized
by enlarged somas, swollen dendrites and dendritic blebbing,
presented an abnormal response to optomotor tasks which
can be linked to these retinal neuronal injuries (Akimov and
Renteria, 2012). Besides, defects in retinal starburst amacrine
cells critically affect the optokinetic response in mice (Yoshida
et al., 2001). As Fmrl~/” mice exhibit those retinal neuronal
defects, and provide electrophysiological evidences (Bmax and n
parameters) that their retinas have an altered contrast sensitivity
(Rossignol et al., 2014; Perche et al., 2018), these data likely create
a link between the retinal absence of FMRP and FmrI~/7 defects
in their perception of contrast and motion. Moreover, even if
little is known regarding which cerebral structure mediates the
optokinetic head tracking in rodents, the SC, which is known
to initiate head and eye movement in orienting behaviors
(Wurtz and Albano, 1980), may be involved in the optokinetic
response. Thus, cellular and functional impairments in the
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SC of Fmrl~/? mice must be also involved in their altered
optomotor performance. These observations reinforce the link
we hypothesize between the absence of FMRP and contrast and
motion perception.

Contrast sensitivity is a crucial property of vision that
measures a local difference in luminance necessary to detect a
target. In our contrast-shaded Optomotor Drum, contrast may
be defined as the luminance difference between the two shades
of gray used to compose a pattern, since a dark gray has a
weak luminance and a light gray has a high luminance. This
definition is similar to the one previously used in study of
contrast sensitivity using Optomotor Drum, defining the contrast
as the difference in luminance between peak and valley of a
sine-wave pattern (Umino and Solessio, 2013). Here, we show
that whatever the genotype mice have difficulties to distinguish
a sharp contrast in dark conditions. However, as soon as
the contrast was somewhat increased WT mice reached their
maximal score in contrast detection, whereas Fmrl~/” mice did
not enhance their response. In this sense, Fmrl~/? mice showed
a lower sensitivity to contrast, since they demanded a far more
increased contrast to enhance their contrast detection ability.
A more important leap in contrast is necessary for Fmrl=/
to enhance their response towards contrasts. To go further, we
can affirm that, in these conditions, we have highlighted an
abnormality in the threshold beyond which mice leave their basal
response since this threshold is shifted to a higher contrast for
Fmr1=/Y mice compared to WT mice. Fmrl~/” mice have a
higher contrasted-threshold than WT to convert a weak response
in their maximal response. Surprisingly, the Fmr1~/¥ response
increase when the contrast was reduced in bright conditions
when we could expect it to decrease or stay stable. Even though
we remain unable to explain precisely this phenomenon, we
can hypothesize that it comes from the difference in visual
abilities of rodents between dark and light conditions. As
mice are nocturnal mammals, processes that drive their visual
abilities are different, depending on the lightness. Herein, this
particular result may highlight that, in the Fmrl~/" mouse,
the visual pathway driving discrimination of bright contrasts
is less impacted by the absence of FMRP than visual pathway
driving discrimination of dark contrasts. This may explain that
performance in a bright contrast condition is better than in
middle contrast condition. Therefore, we showed, for the first
time, a clear hyposensitivity to contrast in the Fmrl~/Y mice.
Moreover, as mentioned above, mice are nocturnal mammals,
and so the perception of contrasts in obscurity is an important
element for their survival. As Fmrl~/¥ mice showed defects
in perception of contrasts in dark conditions, these mice are
more likely to present difficulties in their adaptation to their
surrounding environment. This hypo-sensitivity to contrast in
dark conditions can be coherently linked to electrophysiological
alteration highlighted in the Fmrl™/Y retina (Rossignol et al,,
2014). ERG study in scotopic conditions revealed that Fmrl /7
retinas need a higher luminance difference, between the study
flash and the background, to initiate a signal transmission in
the inner retina, as showed by the Fmrl1~/?y delayed b-wave
sensitivity curves. Thus, the contrast needed by the retina to
initiate a signal transmission is higher in Fmr1~/" mice than in

WT. Furthermore, we cannot exclude a brain involvement in
such phenotype since a response to contrast is also modulated
by the cerebral area of the geniculo-cortical pathway with
neurons exhibiting their own gain response to contrast stimulus
(Rathbun et al., 2016). Since Fmrl~/” mice display molecular
and cellular alterations in this pathway, as previously reported,
a brain involvement in this contrast sensitivity alteration is
highly probable. Once again, these observations reinforce our
hypothesis of the link between the absence of FMRP and contrast
perception alteration.

Depth perception is an important component of vision
enabling three-dimensional visualization of the surrounding
environment. It is based on the two-dimensional representation
in the retina and requires monocular and binocular inputs
(Lashley and Russell, 1934; Walk et al., 1957; DeAngelis et al.,
1998). It is also important to note that by determining the depth
perception, we evaluate the functional integrity of the retino-
geniculo-cortical pathway meaning all the visual axis from the
light perception by the retina to the cerebral integration by
visual cortex (Fox, 1965; Mazziotti et al., 2017). To understand
the role of FMRP on such visual depth perception, the Visual
CIiff test was used. As described previously (Baroncelli et al.,
2013), wide-type (WT) mice presented an innate tendency to
avoid the deep side of the apparatus. However, Fmr1~/Yy mice
displayed a clear decrease of the PI for the safe zone, that cannot
be attributed to locomotion activity. Therefore, Fmr1~/¥ mice
behavior in the Visual Cliff test highlighted a defect in their
depth perception. This might affect the hypo-anxiety phenotype
obtained with tasks assessing the emotional state of mice, such
as the elevated plus maze test as Fmrl™/” mice are less able
to perceive the depth and, thus, may be less anxious of their
environment (Heulens et al.,, 2012; Chen et al., 2013; Hebert
et al., 2014). Interestingly, our results did not show a loss of
the preference for the safe zone, but only a decrease in the
preference for the safe zone. Thus, Fmr1~/¥ mice are not totally
unable to perceive the depth but have a clear impairment in their
abilities to distinguish it. We can hypothesize that this phenotype
penetrance is linked to the retino-geniculo-cortical pathway state
in absence of FMRP. Indeed, it has been clearly demonstrated
that modification of this pathway by targeting the retina or the
visual brain areas modulate depth perception (Mazziotti et al.,
2017; Tzameret et al., 2019). From a molecular standpoint, the
decreased efficiency of the retino-geniculo-cortical pathway in
Fmrl1™/Y mice must be linked to the impairments of neuron-
specific functions such as glutamate/GABA pathways or synaptic
transmissions (Davidovic et al., 2011; Doll et al., 2017) due to
well described protein deregulation in FXS conditions, such as
PSD95, mGlur5, or SNARE complex expression defects (Zhu
etal., 2011; Westmark, 2013; Tang et al., 2015; Aloisi et al., 2017).
Interestingly, in the Rbfox1 knockout animals characterized by
impairments of the visual neuronal circuits due to SNARE
complex protein alteration, a similar depth perception defect
was observed (Gu et al., 2018). This observation reinforces our
data on the direct link between the absence of FMRP and visual
depth perception.

For the first time, Fmr1~/¥ mice were investigated with visual
specific behavioral tests. These tests brought into light deficits
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in visual abilities, characterized by an altered perception of
perspectives and lower abilities in understanding motion and
contrast. Besides, this study highlighted the stability of Fmr1~/”
mice visual behavioral phenotype over time, particularly from
adolescence to late adulthood, similarly to molecular and cellular
impairments observed in various visual structures of Fmrl =/
mice (Nimchinsky et al., 2001; Perche et al., 2018). Exact origins
of defects are difficult to pinpoint since downregulation of Fmrl
takes place in the retina but also in several brain structures
that receive and process visual information. We demonstrated
that Fmr1~/Y mice display clear disturbances that are in their
way when perceiving their surrounding environment, even in
their usual comfort condition of dim light. Therefore, this
pioneering investigation raised the question of the involvement
of visual abilities when performing other tasks, and in particular
behavioral tests used to assess cognitive skills in mice, and how
visual disorders may affect performance.

For a long time, many behavioral scientists argued that
laboratory mice were nearly blind, or at least did not use
vision in behavioral tasks (Baker, 2013). Recently, some studies
have shown that vision is important in mice, as exampled
by the accurate capture of prey carried out not only through
defensive behaviors (Hoy et al, 2016). Furthermore, many
visual-spatial behavioral tasks require the ability to detect and
distinguish several clues placed in the experiment room in order
to establish a mental map of the room. Thus, an impaired
vision can affect mice performance in many behavioral tasks.
Cognitive traits of Fmrl~/” mice had been investigated with
behavioral tasks involving vision of objects or clues. Since our
study shows that these mice display abnormalities in visual
perception, we investigated the link between visual perception
and the achievement of a cognitive task commonly used in
laboratories, the NOR test. However, since FmrI~/¥ mice present
an impaired recognition memory, as widely described in the
literature (Ventura et al., 2004; Pardo et al., 2017; Yan et al., 2018;
Yau et al.,, 2018), the study of the involvement of vision in this
type of test can only be based on the behavior of WT mice.

We performed the NOR in its standard version (NOR1), in
which the novel object presented in phase 3 differed from the
familiar by its shape and its color (but has the same texture),
and then in a modified task, in which the new object differed
only by its color or its shape, in order to establish whether
these characteristics could contribute to the recognition of the
presented object. With the standard version, we obtained results
similar to the literature (Bhattacharya et al., 2012; King and Jope,
2013; Gomis-Gonzélez et al., 2016; Costa et al., 2018), with WT
mice showing a preference for the novel object. Furthermore, it
appears that whatever the modified feature (color or shape) WT
mice were able to distinguish the familiar object from the new
one, in the same way that in the NORI. These results in WT mice
indicate that discrimination of two objects is impacted by both
color and shape. Furthermore, the comparison of discrimination
indexes allowed us to highlight that color seemed a predominant
characteristic in the process of visual recognition. Therefore,
results we obtained with the two modified versions of the test
showed that, beyond to the cognitive aspect, this test involves
visual abilities.

In this type of behavioral task, an interaction between
the cognitive disorders and visual impairment may exist.
Herein, Fmr1~/Y mice present difficulties in distinguishing an
unknown object from a familiar object in all versions of the
test, as described in the literature with the standard NOR
(Bhattacharya et al., 2012; King and Jope, 2013; Gomis-Gonzalez
et al., 2016; Costa et al.,, 2018). The previously demonstrated
visual impairments in Fmrl~/” mice may partly explain this
phenotype. Since cognitive defects of the Fmrl~/ mouse strain
is well-described and knowing that these mice present visual
impairments, we cannot ignore that visual alterations must
affect their NOR performance. Previously, some misleading
cognitive studies have been questioned because they did not
sufficiently take into account visual disturbances. As an example,
the abnormal behavioral response of a mouse model with
Huntington’s Disease (R6/2) to Morris water maze and Visual
Cliff tests had been linked to cognitive impairments known
in this pathology (Lione et al., 1999). Nevertheless, eventually
researchers discovered that the mutation in mice also leads
in to a retinal degenerative anomaly (Ragauskas et al., 2014),
and thus affected their behavioral responses. This study clearly
demonstrated that it is crucial to first investigate mice visual
abilities before performing such behavioral tasks. Therefore, our
results underline that it becomes important to consider visual
modality disorders when performing various behavioral tests, not
only regarding the Fmrl~/” mouse strain but more broadly for
many rodent models of neuropsychiatric pathologies.

Neurosensorial abnormalities are a strong phenotype of the
FXS conditions. Indeed, odorant sensitivity (Schilit Nitenson
et al, 2015) and nociceptive responses after a local acute
inflammation (Price et al., 2007; Busquets-Garcia et al., 2013)
are significantly lower in the FXS model whereas an excessive
excitability of auditory processing (Garcia-Pino et al., 2017)
and an exaggerated response to whisker stimulation (He et al,,
2017) were observed. Regarding vision, few data were reported
and they were associated to cognitive mechanism such as the
Fmrl1=/¥ delayed learning on visual discrimination tasks (Goel
et al,, 2018). Herein, we clearly highlighted specific visual acuity
skills defect. It’s interesting to note that an electrophysiological
study of Fmr1~/¥ mice retina had shown an hypersensitivity to
visual stimuli, in the sense that they provided an exacerbated
transmission in the inner retina, together with an altered
sensitivity toward contrasts (Rossignol et al., 2014; Perche et al.,
2018). Our behavioral results, rather, provided a hyposensitivity
to visual stimuli, since FmrI~/Y mice were less sensitive to
perspective, motion and contrast than WT littermates.

Interestingly, this visual phenotype observed in Fmrl1 =/ mice
is reminiscent of visual abnormalities described in FXS patients.
Indeed, from childhood patients exhibit pervasive impairments
in motion perception (Kogan et al., 2004b), together with deficits
in the detection of moving contrasted stimuli (Farzin et al., 2008).
Significant impairments have been observed in FXS patients
while undergoing visual tests involving dynamics contrasted-
or-textured stimuli and are in agreement with the phenotype
described herein using the Optomotor Drum test. Furthermore,
our present study described a deficit in perspective perception in
the absence of FMRP, but to date, no data is available regarding
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the specific investigation of this visual trait in FXS patients. Yet,
considering our present results, it would be pertinent to address
how FXS patients perceive depth and perspective. This skill,
together with contrast and motion perceptions, comprised visual
abilities which are crucial to development and in performing
common tasks, such as locomotion control, gait, orientation
and obstacles position planning (Jahn et al., 2001; Rietdyk
and Rhea, 2006; Hallemans et al., 2009, 2010). Thus, altered
visual skills in FXS patients could contribute to their delayed
sensori-motor features (Baranek et al, 2005) and to their
impairments in neuropsychological tasks that require drawing
skills and fine psychomotor coordination (Crowe and Hay, 1990;
Freund and Reiss, 1991; Cornish et al., 1999). Although these
tasks are multifactorial and performance is affected by many
causes, visual-motor abilities are a common feature and largely
affect patients’ performance when altered. More importantly,
the deficit showed by FXS patients in tasks assessing emotion
recognition on faces may reflect information processing and
memory deficits rather than dysfunction in emotion-recognition
(Turk and Cornish, 1998). Various studies related deficits in
scanning path and gaze when patients analyzed a face, with a
reduced attention given to the eyes (Dalton et al., 2008; Shaw
and Porter, 2013) rather than an absence of recognition or
reaction toward an emotion. Decoding facial characteristics, and
even more an emotion, is a complex task beginning with the
perception of sharp and discrete clues, as slight shadows, folding,
and modifications in facial texture. Our study highlighting
deficits in contrast, motion and perspective perception in the
absence of FMRP, together with previous investigation of visual
skills in patients, theorizes that alteration in facial analyses is
due to an unclear and unstable perception of face zones and of
delicate contrasted and textures clues displayed by an emotion
on a face.

In conclusion, our study filled the gap in the sensory
investigation of Fmrl~/" mice, and reinforces the idea we
previously put forward (Perche et al., 2018): FmrI~/7 mice
exhibit a complex sensorial spectrum which should be called
“dys-sensitivity.” Interestingly, this visual phenotype observed
in Fmrl=/” mice is similar of visual abnormalities described
in FXS patients (Kogan et al., 2004a; Farzin et al., 2008). Our
results strengthen clinicians’ theories assuming that sensory
anomalies in FXS, or in other neuropsychiatric disorders as
Autism Spectrum Disorder (ASD), lead to an incapacity for
patients to understand and interact with their environment,
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Etude 3 — Quelle est |la part de I'implication du phénotype rétinien

dans le phénotype visuel et global du syndrome de I’X fragile ?

3.1 Contexte de I'étude

Les deux premiéres études ont apporté de nouveaux éléments sur le phénotype visuel du FXS. Tout
d’abord, en absence de protéine FMRP, le systeme visuel est altéré dans son intégralité, de la premiére
structure responsable de la perception et du traitement primaire des signaux lumineux, la rétine,
jusqu’aux structures cérébrales responsables du traitement et de 'intégration des informations visuelles.
En effet, 'absence de protéine FMRP induit des altérations dans la capture des signaux lumineux par les
cellules photoréceptrices de la rétine et de la transmission de I'information lumineuse au sein de la rétine
interne (Rossignol et al., 2014; Perche et al., 2018). Ainsi, le signal électrique émis en sortie de la rétine
est déja dénaturé. L’absence de la protéine FMRP engendre des anomalies de fonctionnement de la
partie périphérique du systéme visuel. De plus, les structures cérébrales impliquées dans la gestion,
le traitement et l'intégration des informations lumineuses provenant des rétines sont elles aussi
perturbées en absence de FMRP. La couche magnocellulaire du noyau géniculé latéral, le colliculus et le
cortex visuel, qui sont des structures majeures impliquées dans ces fonctions visuelles, présentent des
anomalies lorsqu’elles sont privées de protéine FMRP (Irwin et al., 2002; Kogan et al., 2004b; Kay et al,,
2018). L’absence de protéine FMRP induit des perturbations dans la composante centrale du
systeme visuel.

De plus, I'’ensemble des altérations du systéme visuel concoure a des troubles de la vision. Ces
perturbations sensorielles visuelles se caractérisent par des difficultés de compréhension des
mouvements, une diminution de la sensibilité au contraste, et une moindre perception de la perspective.
Ces troubles ont été décrits pour part chez le patient atteint du syndrome de I’X fragile, et ont été attribués
soit a un déficit d’attention, soit aux altérations cérébrales décrites en absence de la protéine FMRP
(Kogan et al,, 2004a; Farzin et al.,, 2008, 2011). D’autre part, 'analyse de la souris Fmr1 KO a permis
d’affiner la connaissance des troubles visuels en absence de la protéine FMRP (Felgerolle et al., 2019).
Plus largement, cette dernieére étude confirme I'implication des capacités visuelles dans la réalisation
d’autres comportements, tels que la mémorisation ou la chasse (Hoy et al., 2016; Felgerolle et al., 2019).

Cependant, a la lumiére de nos récentes découvertes, il n’est plus possible d’attribuer I'origine de ces
troubles visuels exclusivement aux perturbations cérébrales, comme cela fut le cas jusqu’a présent. La
rétine est un tissu clé tant dans la perception des signaux lumineux que dans le traitement primaire des
informations visuelles. L’absence de protéine FMRP dans ce tissu neurosensoriel induit I'’émission de
signaux visuels perturbés avant méme d’atteindre les aires cérébrales. Dés lors, il n’est plus
raisonnable d’exclure la participation des perturbations rétiniennes au phénotype visuel du

syndrome de I’X fragile.



3.2 Objectifs de I'étude

La question émergente du contexte et de nos précédentes études est alors : Quel est I'impact de
chacune des composantes du systéme visuel sur le phénotype comportemental du syndrome de
I’X fragile ? Autrement dit, quelle part du phénotype visuel trouverait son origine dans les perturbations
rétiniennes causées par I'absence de FMRP, et quelle part serait causée par les altérations cérébrales
associées au FXS? Mais aussi, plus largement, quel(s) aspect(s) du FXS serai(en)t associé(s) aux
altérations de 'une des composantes du systéme visuel ?

La suite des recherches s’est alors concentrée sur le moyen d’apporter des réponses a ces questions.
Celles-ci apportent naturellement une dichotomie de la problématique : I'étude des impacts des
perturbations rétiniennes en opposition a I'étude des impacts des altérations cérébrales. La thése étant
une aventure limitée dans le temps, un choix était nécessaire afin de concentrer les efforts sur I'un de ces
deux axes de recherche. Suite a nos travaux pionniers dans la mise en évidence d’'un phénotype rétinien
fort chez la souris Fmr1 KO pouvant impacter la maturation des aires cérébrales (Rossignol et al., 2014;
Perche et al,, 2018), la suite des travaux de these s’est assez naturellement intéressée a I'impact de la
composante rétinienne sur le phénotype visuel du syndrome de I'X fragile. Ainsi, la question devenait :
Quelle est la part de I'implication du phénotype rétinien dans le phénotype visuel, et global, du

syndrome de I’X fragile ?

3.3 Stratégie expérimentale

Le modele murin validé du FXS, la souris Fmr1 KO, connait une absence d’expression du gene Fmrl
constitutive dans l'intégralité de ses cellules. Avec pareil modéle biologique, il est impossible d’étudier
de maniére distincte I'impact de la composante « périphérique » de celui de la composante « centrale »
sur le phénotype de I'animal. Il ne permet ainsi pas de répondre a nos questions pour la présente étude.
Pour bien faire, il faudrait dichotomiser le systeme visuel en 2 composantes distinctes, et induire de
maniére spécifique la mise en silence du gene Fmrl. La stratégie adoptée consiste alors a créer un
nouveau modele animal « FXS tissu-spécifique », dont seule 'une des deux composantes du
systeme visuel voit son expression de Fmril supprimée. Ce nouveau modéle permettrait alors

d’étudier I'ensemble des conséquences de I'absence localisée de la protéine FMRP.

L’ensemble du projet nécessite ainsi la création de deux modeles tissu-spécifiques (Figure 50) :



Modeéle « all OFF »

un modele dit «all OFF » chez
lequel seules les rétines expriment le
gene Fmrl de maniére

physiologique ;

un modele dit «rétine OFF »,
chez lequel seules les rétines
connaissent une mise en silence du
géne Fmrl mais les aires cérébrales

conservent une expression de FMRP

physiologique.

Modele « rétine OFF »

Figure 50 : Modéles FXS-tissu-spécifiques imaginés.

La suite du travail se thése se concentrera sur la mise en place et I'étude du modéle « FXS

rétine-spécifique », dit « rétine OFF ».

Mise en place d’un modéle « FXS-rétine-spécifique »

Pour obtenir une mise en silence du gene Fmrl de maniere tissu-spécifique, nous avons choisi
d’utiliser le systéeme Cre-lox pour induire une recombinaison du géne Fmr1 de maniére localisée. Pour ce
faire, nous avons choisi de croiser deux lignées murines.

La premiere lignée est porteuse d’'une construction génétique localisée dans la séquence de
du géne Fmrl. Cette lignée nommée Fmrl cKO, ou Fmrl cOFF, est un modele knockout
conditionnel. Les souris portent un géne Fmr1 dont le promoteur et le premier exon sont flanqués de
sites loxP (pour locus of X-over P1) dérivés du bactériophage P1 (Mientjes et al,, 2006) (Figure 51). Les
séquences des sites loxP sont placées de maniére a induire l'excision de la partie génique qu’elles
encadrent. Ainsi, en présence de I'enzyme de recombinaison Cre recombinase, le promoteur et le premier
exon du géne Fmrl sont éliminés de la séquence génétique, et le gene Fmr1 ne peut pas étre transcrit.
Ceci permet donc de sélectionner les cellules dans lesquelles I'expression de Fmr1 doit étre supprimée,

en les ciblant avec une expression de Cre recombinase (Koekkoek et al., 2005).
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Figure 51 : Représentation schématique de la construction Fmr1 cOFF.

Le promoteur et le premier exon du géne Fmr1 sont encadrés par deux sites loxP. LoxP : site locus of
X-over dérivé du bactériophage P1; ATG : séquence d’initiation de la transcription.

La deuxieme lignée est porteuse de la construction transgénique Crx-Cre, et est notée Tg(Crx-
Cre). Cette construction génétique se compose de la séquence du géne d’expression de la Cre
recombinase, placée sous le contrdle du promoteur murin du géne Crx (Figure 52) (Nishida et al., 2003).
Cette construction induit donc une expression de Cre recombinase dans les cellules exprimant les entités

activatrices du promoteur du géne Crx, c’est-a-dire les cellules exprimant naturellement le gene Crx.

Crx 12 kb-promoter | cre |\‘

adapté de Nishida et al. 2003

Figure 52 : Représentation de la construction transgénique Tg(Crx-Cre).

Le géne d’expression de la Cre recombinase est placé sous le contréle du promoteur murin du gene Crx.

Le gene Crx code pour la protéine CRX (en anglais, Cone-rod homeobox). Cette protéine de la famille
des homéoprotéines OTX (en anglais, Orthodenticle homeobox) est exprimée dans la rétine, ou elle se
révele étre capitale dans la différenciation cellulaire au cours du développement de la rétine (Furukawa
etal, 1997). La protéine CRX est exprimée dans la rétine des le 12¢me jour embryonnaire (E12.5) et son
expression perdure jusqu’a I'dge adulte, avec un pic d’expression constaté entre le 4¢me et le 6¢me jour de
vie de 'animal (P4-P6) (Chen et al., 1997; Furukawa et al., 1997) (Figure 53). La seule autre structure
connue pour exprimer CRX est la glande pinéale, structure localisée au niveau cérébral et impliquée dans
le cycle circadien, qui exprime un certain nombre de génes spécifiques des photorécepteurs (Chen et al.,
1997). Cette expression demeure néanmoins faible devant celle de la rétine, et ne s’entend pas aux

structures environnantes (Chen et al,, 1997).



Figure 53 : Hybridations in situ révélant 'expression du gene Crx dans la rétine en
développement et mature.

Le signal Crx est visible des le 12¢me jour embryonnaire (E12.5) (B), perdure jusqu’a la naissance (P0) (C,
D) et se maintient jusqu’a 1'dge adulte (E a L). Notons le pic d’expression observé entre P4 et P6. OS :
segment externe des photorécepteurs ; ONL : couche nucléaire externe ; OPL : couche plexiforme externe ;
INL : couche nucléaire interne ; IPL : couche plexiforme interne ; GCL : couche des cellules ganglionnaires.

Ainsi, la construction Tg(Crx-Cre) induit une expression de Cre recombinase dans les cellules
rétiniennes. La présence de Cre recombinase dans les cellules rétiniennes d’'un animal porteur de ce
transgene a été confirmée et observée dés le 15¢me jour embryonnaire (Nishida et al., 2003) (Figure 54B).
L’expression de la protéine CRX ayant été démontrée dés le 12éme jour embryonnaire, nous pouvons
supposer que la production de Cre recombinase apparait également dés le 12¢me jour embryonnaire. A ce
stade de développement, les cellules rétiniennes ne sont pas encore différenciées (Bassett and Wallace,
2012) (Figure 54A). Ainsi la précocité de I'expression de Cre recombinase permet une recombinaison
dans tous les types cellulaires de la rétine. Ceci a été vérifié par I'équipe de Prasov et Glaser: la
recombinaison induite par le Tg(Crx-Cre) affecte tous les types cellulaires de la rétine (Prasov and

Glaser, 2012) (Figure 54C).
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Figure 54 : Recombinaison rétinienne induite par le Tg(Crx-Cre).

(A) Chronologie de différenciation des différents types cellulaires de la rétine. Les pointillés
(rose) indiquent le début d’expression du gene Crx. Adapté de Bassett et al., 2012.

(B) Expression de la protéine Cre recombinase (en rouge) dans les cellules rétiniennes des le
15¢me jour embryonnaire chez un animal porteur du transgéne Tg(Crx-Cre). Barre d’échelle : 100
um. Adapté de Nishida et al.,, 2003.

(C) Mise en évidence de la recombinaison rétinienne obtenue grace au Tg(Crx-Cre). Expression
de GFP (Green Fluorescence Protein, en vert) suite au croisement de la lignée Tg(Crx-Cre) avec une
lignée reportrice R26floxGFP. La recombinaison affecte toutes les couches rétiniennes. Barre d’échelle :
50 um. Adapté de Prasov and Glaser, 2012.

NBL : couche neuroblastique ; OS : couche des segments externes des photorécepteurs ; ONL : couche
nucléaire externe ; INL : couche nucléaire interne ; GCL : couche des cellules ganglionnaires.

Par conséquent, un animal porteur de ces deux constructions génétiques connait une
expression de Cre recombinase dans les cellules de sa rétine embryonnaire, qui engendre la
recombinaison précoce du géene Fmr1. Cet animal connait donc une mise en silence du gene Fmr1
uniquement dans les cellules de ses rétines. La recombinaison intervenant précocement,
I'intégralité des cellules rétiniennes contient la version recombinée du gene Fmril. De plus,
I’expression spécifiquement rétinienne du gene Crx permet de conserver intactes les séquences

génétiques des cellules cérébrales.

Etude du modéle « FXS-rétine-spécifique »

Le travail sur le nouveau modele créé consistera en trois grandes étapes.
Il s’agira premierement de valider le modéele, c’est-a-dire vérifier les expressions de Fmr1 et FMRP
aux niveaux rétinien et cérébral afin de vérifier que la stratégie choisie apporte le schéma génétique et

protéique souhaité.



Ensuite, la caractérisation du modeéle consistera en I’étude de la rétine et des aires cérébrales sur
les plans moléculaire, cellulaire et fonctionnel, afin de dresser un état des lieux de ces deux composantes
du systeme visuel. Cette étape permettra de révéler la présence d’anomalies, de perturbations, liées a
I'absence rétinienne de FMRP.

Enfin, I'’étude comportementale du modele permettra de répondre aux questions motrices de ce
projet, et de déterminer I'impact de I’absence rétinienne de la protéine FMRP sur le comportement visuel

et global de I'animal.

3.4 Matériels et Méthodes

3.4.1 Génération d’une lignée murine transgénique tissu-spécifique

Les deux lignées murines ont été croisées comme suit. Des males hétérozygotes pour le transgéne
Tg(Crx-Cre) ont été croisés avec des femelles hétérozygotes pour la construction Fmr1 cOFF. Les

males des portées générées peuvent donc présenter 4 génotypes différents :

e n’étre porteur d’aucune des deux constructions males +/+ ; +/Y

e ne porter que le transgene Tg(Crx-Cre) males Tg(Crx-Cre)/+ ; +/Y

e ne porter que la construction Fmr1 cOFF males +/+ ; Fmrl cOFF/Y
e porter les deux constructions simultanément males Tg(Crx-Cre)/+ ; Fmrl cOFF /Y

Afin de simplifier les notations, je prends la liberté de noter ces différents génotypes respectivement
WT, Crx-Cre, cOFF et Crx-Cre/cOFF. Les animaux d’intérét pour notre étude sont les males Crx-
Cre/cOFF.

Cependant, la lignée Fmr1 cOFF utilisée ici est constituée de souris de souche C57BL6, et la lignée
Tg(Crx-Cre) est portée sur un fond génétique 129. Les animaux issus du croisement précédemment décrit
sont donc de fond mixte 129/C57BL6. Ainsi, les résultats obtenus pour les animaux d’intérét seront
comparés a ceux des animaux littermate, de fond génétique identique. De plus, les résultats ne seront
jamais comparés directement a ceux connus chez la souris Fmr1 KO, portée, elle, sur fond génétique
C57BL6 pur. La souris Fmrl KO pourra toutefois étre utilisée comme référence phénotypique pour
discuter ou appréhender certains résultats.

Par conséquent, les animaux d’intéréts pour notre étude sont les males Crx-Cre/cOFF, et leurs

résultats sont comparés aux males controles littermate WT, Crx-Cre et cOFF.

3.4.2 Génération d’une lignée murine reportrice

Pour controéler la recombinaison induite par le Tg(Crx-Cre), cette lignée est croisée avec une lignée
reportrice afin de révéler les cellules, les tissus, les organes, subissant une recombinaison génétique par
action de la Cre recombinase. L’étude de la recombinaison induite par le transgéne Tg(Crx-Cre) est
réalisée en croisant la lignée Tg(Crx-Cre) avec la lignée reportrice Gt(ROSA)26Sortm1-1(CAG-EGFP)Fsh nommée

plus couramment RCE (en anglais, ROSA26 CAG-boosted EGFP). Les souris de cette lignée portent une




construction génétique constituée de la séquence d’expression de 'EGFP (en anglais, Enhanced Green
Fluorescence Protein) en amont de laquelle une séquence STOP est encadrée par deux sites loxP (Sousa
etal, 2009). L’action de la Cre recombinase sur cette construction a pour effet de supprimer la séquence
STOP de la séquence génétique, permettant ainsi 'expression de GFP. Les cellules porteuses de la
construction qui ont connu une condition recombinante expriment donc la GFP. Le croisement de la
lignée Tg(Crx-Cre) avec la lignée reportrice a été réalisé comme suit: un male hétérozygote pour le
Tg(Crx-Cre) est croisé avec une femelle hétérozygote pour la construction RCE. Les males des portées

générées peuvent donc présenter 4 génotypes différents :

e n’étre porteur d’aucune des deux constructions males +/+ ; +/+
e ne porter que le transgene Tg(Crx-Cre) males Tg(Crx-Cre)/+ ; +/+
e ne porter que la construction RCE males +/+ ; RCE/+
e porter les deux constructions simultanément males Tg(Crx-Cre)/+ ; RCE/+

Afin de simplifier les notations, ces différents génotypes sont notés respectivement WT, Crx-Cre, RCE
et Crx-Cre/RCE. Les animaux Crx-Cre/RCE sont les animaux d’intérét pour cette partie de I'étude
car leurs cellules ayant subi une recombinaison par I'action de la Cre recombinase expriment la

GFP.

3.4.3 Animaux

Les souris sont maintenues dans un élevage aux conditions thermiques et hydrométriques
controlées (22°C, 55% d’humidité), suivant un cycle jour-nuit 12h:12h. La nourriture et I'eau sont
fournies ad libitum. L’ensemble des procédures décrites ici a recu I'approbation du comité éthique local

(CREEA).

3.4.4 Génotypages

Le génotypage des animaux ou des échantillons cellulaires est réalisé suite a une extraction de ’ADN
génomique grace a 'enzyme d’extraction express KAPA du kit KAPA Mouse Genotyping (Clinisciences).
L’échantillon d’ADN obtenu subit ensuite une réaction d’amplification par PCR avec des amorces
spécifiquement congus pour amplifier la séquence recherchée dans le génome. Les séquences de ces
amorces, du 5’ vers le 3’, sont : pour le sexage : SMCX-1(CCG CTG CCA AAT TCT TTG G) et SMCA-1 (TGA
AGC TTT TGG CTT TGA G) ; pour le Tg(Crx-Cre) : Cre2 (AGC ATT GCT GTC ACT TGG TC) et Crx-prom3
(GCT GAA GCT GGA GGA ATA CCC TTT AGA) ; pour la construction Fmr1 cOFF 3R (CCC ACT GGG AGA
GGATTATTT GGG) et 2F (GTT GAG CGG CCG AGT TTG TCA G) ; pour la construction RCE : RCE 9655(CCA
GGC GGG CCA TTT ACC GTA), RCE 8546 (GGA GCG GGA GAA ATG GAT ATG) et RCE 8545 (AAA GTC GCT
CTG AGT TGT TAT) ; pour la PCR 1f: 1F (GCC TCA CAT CCT AGC CCT CTA C), 3R (CCC ACT GGG AGA GGA
TTA TTT GGG) et 2F(GTT GAG CGG CCG AGT TTG TCA G) ; pour le contrdle interne /L2 : IMR42 (CTA GGC
CACAGA ATT GAAAGA TCT) et IMR 43(GTA GGT GGA AAT TCT AGC ATC ATC C). La solution obtenue est

enfin déposée sur gel d’agarose 2% additionné de bromure d’ethidium (BET) afin de subir une



électrophoreése (110V, 30minutes). La révélation et la capture d’'image sont réalisées grace a une lampe

UV assistée par informatique.

3.4.5 Analyse protéique par Western Blot

Les protéines sont extraites suivant la méme procédure que celle décrite dans le précédent article
(Perche etal., 2018). Brievement, pour chaque échantillon, les tissus sont homogénéisés dans du tampon
RIPA (10 mM Tris-HC], pH 7.6; 1 mM EDTA; 0.15 mM NaCl; 1% Igepal; 0.2% SDS) additionné d’un cocktail
d’'inhibiteurs de protéase et de phosphatase (Halt Inhibitor Cocktail, ThermoFisher). Apres
centrifugation (30minutes, 12000g, 4°C), la concentration protéique du surnageant obtenu est
déterminée grace au kit de dosage BCA (Pierce, Paris, France).

L’analyse du contenu protéique est réalisée par la technique semi-quantitative du Western-Blot
selon la méme procédure que décrite précédemment (Perche et al., 2018). Quinze pg d’échantillon
protéique migrent sur un gel SDS-PAGE, puis la répartition obtenue est transférée sur une membrane de
nitrocellulose. Le marquage des protéines d'intérét est réalisé griace aux anticorps anti-FMRP-
phosphorylée (MyBiosource, lapin, dilués 1 :1000), anti-Rhodopsine (Abcam, souris, dilués 1:500), anti-
PSD95 (Sigma, souris, dilués 1:1000), anti-Cre (Abcam, lapin, dilués 1:1000), anti-GFP (Abcam, lapin,
1:4000) et anti-Bactine (Sigma, souris, 1:4000), suivi d’'un marquage avec un anticorps secondaire couplé
al’enzyme HRP (anti-souris ou anti-lapin, dilués 1:4000). La révélation est réalisée grace a un cocktail de
peroxyde d’hydrogéne et de luminol (Amersham ECL Western Blotting Detection Reagent,
GELifeSciences). Les bandes immunoréactives sont enregistrées puis analysées et quantifiées grace a
I'imageur PXi4 (Ozyme, Paris, France). Les résultats sont tous normalisés par rapport a la quantité de -
actine mesurée pour I'échantillon sur la membrane en question. Les résultats sont exprimés en

pourcentage des animaux WT analysés simultanément.

3.4.6 Analyse transcriptionnelle par RT-qPCR

Les analyses transcriptionnelles sont réalisées selon la méme procédure que précédemment décrite
(Perche etal., 2018). Brievement, les ARN sont extraits en utilisant le Trizol reagent (ThermoFisher), leur
quantité est déterminée par technique spectrophotométrique (Nanodrop), puis ils sont rétro-transcrits
en ADNc en utilisant le kit SuperScript iii reverse transcriptase (Invitrogen, Life Technologies). La
quantification par PCR en temps réelle est réalisée en utilisant des sondes Tagman (Thermofisher) diluée
dans un milieu d’expression Master Mix (Applied, Life Technologies) contenant les ADNc. Les résultats
sont normalisés par rapport a la quantité d’ActineB (Actb) déterminée simultanément. Les résultats sont
calculés en 2exp(-ACt), et exprimés en pourcentage des résultats obtenus avec des animaux WT

simultanément.



3.4.7 Culture primaire de neurones

Les cultures primaires de neurones sont réalisées a partir de cortex d’embryons de 14 jours (E13.5).
Pour chaque animal, les cortex sont disséqués sous loupe binoculaire, en suspension dans du sérum
physiologique. La microdissection a également pour objectif de retirer les méninges pour ne conserver
que les cortex des embryons. Ces derniers sont transférés dans 1mL de Hank’s Balanced Salt Solution
(Gibco HBSS, ThermoFisher) sans calcium additionné d’HEPES (10mM). Les tissus sont dilacérés puis
recoivent 1mL de HBSS avec calcium additionné d’'HEPES (10mM) et 1mL de sérum de veau feetal (SVF)
décomplémenté. La suspension obtenue est centrifugée 5 minutes a 1000g a 4°C. Le surnageant est retiré
et le culot cellulaire est mis en suspension dans 1mL de milieu de culture (Neurobasal, Gibco,
ThermoFisher) complété avec du supplément B-27 (Gibco, ThermoFisher), de la L-glutamine (2mM) et
des antibiotiques (cocktail Penicilline-Streptomycine, Gibco, ThermoFisher). Les cellules sont ensuite
mises en culture en plaque de culture 24 puits, 500uL par puits, a raison de 60000 cellules par puits. Les
puits ont été préalablement préparées en appliquant un film de poly-L-lysine. Une partie des cellules est
mise en culture sur des lamelles de verre, préparées elles-aussi avec un film de poly-L-lysine. Les plaques
de culture sont placées dans des étuve de culture, maintenues a 37°C, en saturation humide avec 5% de
CO2. Les milieux sont renouvelés tous les 3 jours.

Les cellules cultivées directement sur les puits sont destinées a I’extraction des ARN. Les cellules sont
traitées avec du Trizol reagent (ThermoFisher), et I'extraction est réalisée de la méme maniére que lors
de l'extraction d’ARN de tissus. Les cellules cultivées sur lamelles de verre sont destinées a I'analyse

cytomorphologique. Elles sont fixées a l'aide de paraformaldéhyde (PFA, 2%) avant de subir le marquage.

3.4.8 Culture primaire d’astrocytes

Les cultures d’astrocytes sont réalisées a partir de cortex de souriceaux de 3 jours (P3). Pour chaque
animal, les cortex sont disséqués sous loupe binoculaire, en suspension dans du sérum physiologique. La
microdissection a également pour objectif de retirer les méninges pour ne conserver que les cortex des
souriceaux. Les cortex sont placés dans 2mL de milieu de culture DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium, ThermoFisher) high glucose complété avec du sérum de veau feetal (SVF) décomplémenté, de
la L-glutamine (2mM), des antibiotiques (cocktail Penicilline-Streptomycine, Gibco, ThermoFisher). Les
cellules sont mises en suspension, puis, aprés comptage, sont diluées dans du milieu de culture complet.
Les cellules sont mises en culture dans des plaques 24 puits, 500uL par puits, a raison de 65000 cellules
par puits. Les plaques de culture sont placées dans des étuve de culture, maintenues a 37°C, en saturation

humide avec 5% de CO. Les milieux sont renouvelés tous les 3 jours.



3.4.9 Etudes histologiques par marquages immunohistochimiques

Les marquages immunohistologiques sont réalisés sur les coupes d’organes d’animaux adultes. Les
animaux sont fixés avec une perfusion intracardiaque lente de paraformaldéhyde (PFA, 4%). Les globes
oculaires et le cerveau sont prélevés et placés en PFA 4% a 4°C pendant 48h. Les globes oculaires sont
ensuite deshydratés par des bains successifs d’ethanol de plus en plus concentrés puis inclus en paraffine.
Les cerveaux sont quant a eux placés en solution de sucrose 30% dans le PBS pendant plusieurs jours. Ils
sont ensuite inclus en milieu de congélation de tissus (Tissue freezing Tissue-tek OCT compound, Sakura
Finetek, VWR). Les globes oculaires sont coupés afin de fournir des coupes de rétines de 6pum sur lames
de microscope, et les cerveaux sont coupés au cryostat dans le sens sagittal afin de fournir des coupes de
12pm sur lames de microscope.

Les marquages immunohistologiques sont réalisés suivant la méme procédure que celle décrite
précédemment (Rossignol et al,, 2014). Brievement, les lames sont traitées avec du tampon citrate pH
6.0 et chauffées pendant 30 minutes. Les lames sont saturées avec une solution de saturation (10% SVF ;
1% BSA; 0.2% Triton X-100 ; 0.1% azide de sodium) pendant 2 heures, avant d’étre incubées avec les
anticorps anti-GFP (Abcam ab290, lapin) dilués dans la solution de saturation. Apres ringage, les lames
sont incubées dans la solution d’anticorps secondaires (anti-lapin, fluo Alexa, Abcam ab150077), puis
dans une solution de DAPI afin de marquer les noyaux cellulaires. Les coupes sont enfin montées entre
lame et lamelle en milieu aqueux (Fluoromount, Sigma) et conservées a I'abri de la lumiére a 4°C. Les
lames sont observées et imagées grace au microscope a fluorescence (Leica, France) assisté par le logiciel

Metamorph. Les photos réalisées aux grossissements 400 et 1000 sont réalisées en immersion.

3.4.10 Etude morphologique par coloration membranaire

La coloratioon membranaire est réalisée de maniére similaire a ce qui a été précédemment publié
(Hébert et al.,, 2014). Briévement, les cellules fixées sur lamelle de verre recoivent du marquage Dil
(Vybrant Cell-Labelling solution) en solution dans du milieu complet de culture, et sont maintenus ainsi
a 37°C pendant 30 minutes. Apres ringage des cellules avec du milieu de culture, les cellules sont
également colorées avec du DAPI afin de colorer les noyaux cellulaires, puis montés entre lame et lamelle
en milieu aqueux (Fluoromount, Sigma) puis conservées a 4°C. Les cellules sont imagées grace au
microscope a fluorescence (Leica, France) assisté par le logiciel Metamorph. Les photos sont réalisées

aux grossissements 400 et 1000, en immersion.

3.4.11 Etude de I'électrophysiologie rétinienne par électrorétinogramme

Les ERG sont réalisés en conditions scotopiques suivant la méme procédure que celle décrite
précédemment, avec le méme appareillage (Rossignol et al., 2014; Perche et al,, 2018). Brievement, les

animaux sont placés a I'obscurité toute la nuit précédant la matinée d’expérimentation, et sont protégés



de lalumiére avant et pendant toute la manipulation. Les animaux sont anesthésiés, et leurs pupilles sont
dilatées grace a de l'atropine. Une électrode d’argent est placée sur la surface de la cornée, et une
électrode de référence est placée sur la langue de I'animal. L’animal est maintenu sur un support
chauffant, et placé dans une sphére de Ganzfeld permettant une illumination uniforme de la rétine. Les
flashs stroboscopiques sont émis par cette sphere de Ganzfeld. Les luminances s’échelonnent de -3,902
a 1,398 Cd.s.m2. Trois flashs par luminance sont émis, et un signal est enregistré par flash. Les signaux
sont moyennés point par point pour chaque luminance. Les deux yeux des animaux sont étudiés afin de

s’affranchir d’éventuelles cataractes affectant I'un des deux yeux de I'animal.

3.4.12 Etudes comportementales

Optometre (Optomotor Drum)

Les tests menés avec I'Optomotor Drum sont réalisés grace au dispositif décrit précédemment
(Felgerolle et al., 2019). La procédure et I'analyse sont menées également de la méme maniere que celle
précédemment décrite (Felgerolle et al,, 2019). La souris est placée au centre du cylindre, sur une
plateforme surélevée sur laquelle elle estlibre de se déplacer. Le cylindre est maintenu immobile pendant
2 minutes, puis est mis en rotation a raison de 2 tours par minutes. Le cylindre tourne dans le sens horaire
pendant les 2 premiéres minutes puis la rotation est inversée pour étre maintenue en sens anti-horaire
pendant 2 minutes supplémentaires. La rotation est ensuite stoppée, la souris est retirée du dispositif et
I'appareil est nettoyé a I’éthanol puis a I'eau avant le passage de la souris suivante. Le test est réalisé en
condition lumineuse de 10lux, mesurée sur la face interne du cylindre a hauteur des yeux de la souris. La
souris est habituée au dispositif et a la rotation du cylindre 24h avant la réalisation du test, suivant un
protocole strictement identique a celui du test mais avec le cylindre dépourvu du stimulus rayé. La souris
est filmée durant l'intégralité de la manipulation grace a une caméra fixée a la vertical au-dessus du
cylindre. Le comportement de la souris est ainsi enregistré durant toutes les phases du test. Les vidéos
sont analysées grace au logiciel d’analyse comportementale The Observer XT (Noldus, Pays-Bas) par une
personne ne connaissant pas les génotypes des souris. Les mouvements de head-tracking sont comptés

et leurs durées mesurées.

Labyrinthe en Y (Y-maze)

L’étude avec le labyrinthe en Y est réalisée suivant la méme procédure que celle décrite
précédemment (Hébert et al, 2014). Brievement, la phase d’exploration ne permettant a la souris
d’explorer que 2 bras du labyrinthe dure 5 minutes, et la phase de test ouvrant le bras « inconnu » a la
souris dure 2 minutes. Les deux phases sont séparées par une étapes de 10 minutes durant laquelle la
souris estisolée dans une cage. Le dispositif est nettoyé a I’éthanol et a I'eau entre chaque phase et chaque
souris. Le test est réalisé dans des conditions lumineuses fixées a 10 lux. Les déplacements de la souris

sont enregistrés grace a une caméra placée au-dessus du dispositif et le suivi de la souris est assuré par



le logiciel Ethovision XT (Noldus, Pays-Bas). La distance parcourue, le nombre d’entrées dans les bras

ainsi que le temps passé dans chaque bras par la souris sont enregistrés et analysés.

Test de la croix surélevée (Elevated Plus Maze, EPM)

L’étude avec la croix surélevée est réalisée suivant la méme procédure que celle décrite
précédemment (Hébert et al., 2014). Briévement, la souris testée est placée au centre du dispositif de la
croix surélevée et laissée libre de se déplacer dans les différents bras (2 fermés et 2 ouverts) pendant 5
minutes. Le déplacement de la souris est enregistré grace a une caméra située au-dessus du dispositif et
est enregistré grace au logiciel Ethovision XT (Noldus, Pays-Bas). Le dispositif est nettoyé a I'éthanol et a
I'eau entre chaque souris testée. Le test est réalisé dans des conditions lumineuses fixées a 10 lux. La
distance parcourue, le nombre d’entrées dans chaque bras ainsi que le temps passé dans chaque bras

sont comptabilisés.

3.4.13 Analyses Statistiques

Pour chaque paramétre, I'analyse de la normalité de la distribution est effectuée grace au test de
Shapiro-Wilk (alpha=0,05), a la suite de quoi un test statistique avec comparaison multiple est choisi et
appliqué. Pour I'ensemble des données présentées ici, les statistiques ont été effectuées a'aide du logiciel
GraphPad Prism® 8.2.0. Chaque moyenne de chaque groupe a été comparée a chaque moyenne des autres
groupes. Pour les parametres vérifiant une distribution normale, les données sont analysées en utilisant
une ANOVA une voie suivie d'une comparaison multiple de Tukey. Pour les techniques dont les résultats
ne permettent pas I'application d'un test paramétrique, le test de Kruskal-Wallis suivi d'une comparaison
multiple de Dunn est appliqué. Enfin, pour les expériences ne comparant que 2 groupes, un t-test
paramétrique ou non est appliqué. Le choix du test appliqué est indiqué dans la légende des figures.
Toutes les données présentées ici sont exprimées en moyenne * SEM, dans le texte comme sur les
représentations graphiques. Dans les textes, les P value (p) indiquées comparent le résultat du groupe
d’animaux d’'intérét a celui du groupe d’animaux WT. Les valeurs sont considérées comme
significativement différente des lors que p<0.05. Pour les graphiques : *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001,
***xp<0.0001.




3.5 Résultats

3.5.1 Etude des rétines du modele Crx-Cre/cOFF

Validation des rétines du modeéle Crx-Cre/cOFF

La validation du modele créé consiste a vérifier le schéma d’expression du gene Fmrl et de la
protéine FMRP dans les rétines et le cerveau de I'animal d’intérét. Au niveau rétinien, 1'objectif est
d’obtenir une absence totale d’expression du gene Fmr1 et donc une absence de protéine FMRP. Pour
vérifier cela, j'ai réalisé une étude des quantités de transcrits du gene Fmr1 et de la protéine FMRP dans
les rétines d’animaux d’intérét et de controles littermate. J'ai choisi d’étudier ces contenus moléculaires
a deux ages. Tout d’abord au 5%me jour apres la naissance (P5), apres le pic d’expression de CRX afin
d’obtenir une recombinaison optimale par le Tg(Crx-Cre), et avant I'ouverture des yeux afin que les
rétines soient encore dans leur état natif et non modifiées par des expériences visuelles. Ensuite au 25¢me
jour apreés la naissance (P25), afin de travailler sur une rétine mature. De plus, nous pouvons considérer
que l'animal arrive a son age adulte, et donc ses tissus sont peu susceptibles d’évoluer par la suite. Les
deux ages choisis correspondent donc 'un a un état natif et 'autre a un état jeune adulte.

A P5, les rétines des animaux d’intérét ne contiennent pas d’ARNm de Fmr1 en quantité détectable,
alors que les animaux des trois groupes controles possédent des niveaux d’expression de Fmr1 similaires
(WT 100 £ 5,5 %, Crx-Cre 107,8 + 13,9 %, cOFF 104,6 *+ 15,6 %, Crx-Cre/cOFF 1,9 + 1,1 %) (Figure 55A).
Un résultat identique est obtenu avec des animaux agés de 25 jours (WT 100 + 9,2 %, Crx-Cre 97,5 + 3,5
%, cOFF 84,1 + 5,2 %, Crx-Cre/cOFF 2,6 + 1,4 %) (Figure 55B). Ainsi, le croisement des deux lignées

induit la mise en silence du géne Fmr1 dans les rétines de I'animal d’intérét.
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Figure 55 : Transcription rétinienne de Fmr1 (A) a P5 et (B) a P25.

P5: WT n=8, Crx-Cre n=6, cOFF n=5, Crx-Cre/cOFF n=9 ; P25 : WT n=3, Crx-Cre n=2, cOFF n=8, Crx-
Cre/cOFF n=7. Résultats calculés par 2¢ACt et exprimés en pourcentage du groupe WT. Analyses
statistiques par ANOVA une voie suivie d'une comparaison multiple de Tukey. ****p<0.0001.




De maniére cohérente, a P5, les rétines des animaux d’intérét ne présentent pas de quantité
détectable de protéine FMRP, tandis que les animaux contréles montrent des niveaux équivalents de
protéine FMRP (WT 100 + 12,4 %, Crx-Cre 111,1 + 17,3 %, cOFF 127,7 + 36 %, Crx-Cre/cOFF 5,0 + 1,6
%) (Figure 56A). Un résultat identique est obtenu avec des animaux agés de 25 jours (WT 100 + 10,7 %,
Crx-Cre 1089 = 14,8 %, cOFF 104,7 + 21,5 %, Crx-Cre/cOFF 0,8 + 0,3 %) (Figure 56B). Ainsi, le
croisement des deux lignées sélectionnées induit une absence de protéine FMRP dans les rétines

de I'animal d’intérét.
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Figure 56 : Expression rétinienne d’FMRP (A) a P5 et (B) a P25.

P5: WT n=7, Crx-Cre n=13, cOFF n=4, Crx-Cre/cOFF n=13 ; P25 : WT n=9, Crx-Cre n=7, cOFF n=8, Crx-
Cre/cOFF n=15. Résultats exprimés en pourcentage du groupe WT. Analyses statistiques par ANOVA
une voie suivie d'une comparaison multiple de Tukey. ***p<0.001, ****p<0.0001.

Le modéle Crx-Cre/cOFF est donc validé au niveau rétinien : aucune expression rétinienne du
gene Fmrl n’est observée quel que soit I'age de I’animal. Il correspond donc aux attentes d’un

modele FXS rétine-spécifique.

Caractérisation moléculaire des rétines du modele Crx-Cre/cOFF

L’objectif de la caractérisation moléculaire est de dresser un état des lieux des protéines dont
I'expression est modifiée par 'absence de FMRP. En toute logique, le profil protéique de la rétine de
I'animal d’intérét devrait étre comparable a celui décrit chez I'animal Fmr1 KO (Rossignol et al., 2014;
Perche et al,, 2018). De plus, les anomalies observées dans les quantités de protéines ne doivent pas
provenir de défauts de transcription des génes codants pour ces protéines. En outre, le croisement des
deux lignées mutantes n’est pas censé affecter I'expression d’autres genes que Fmrl. C'est pourquoi j'ai
réalisé une étude des quantités de protéines mais également une étude des quantités de transcrits
codants pour ces protéines. J’ai choisi d’étudier 2 protéines pour cette caractérisation moléculaire. Tout
d’abord la rhodopsine, photopigment principal des photorécepteurs, centrale dans la capture des signaux

lumineux et dont les quantités sont diminuées en absence de protéine FMRP (Rossignol et al., 2014;




Perche et al, 2018). Puis PSD95, protéine de structure synaptique tres impliquée dans le bon
fonctionnement des réseaux neuronausx, elle aussi décrite comme dérégulée dans la rétine en absence de
protéine FMRP (Rossignol et al., 2014). Les animaux sont étudiés aux mémes ages que lors de I'étape de
validation.

A P5, aucune différence significative n’est observée entre les rétines des animaux d’intérét et les
animaux contréles dans leurs quantités d’ARNm de Rhodopsine (WT 100 * 15,3 %, Crx-Cre 130,5 + 39,5
%, cOFF 164 + 88,9 %, Crx-Cre/cOFF 161,4 + 35,9 %, p = 0.6707) (Figure 57A). De la méme maniere, les
rétines des animaux des différents génotypes ne présentent aucune différence significative dans leurs
contenus en ARNm de Psd95 (WT 100 * 14,7 %, Crx-Cre 77 + 22,5 %, cOFF 104,3 + 18,2 %, Crx-Cre/cOFF
123,6 £ 14,5 %, p = 0.6994) (Figure 57C). A P25, aucune différence significative n’est observée entre les
rétines des animaux d’intérét et les animaux contréles dans leurs quantités d ARNm de Rhodopsine (WT
100 £ 0 %, Crx-Cre 95 * 3 %, cOFF 77,8 + 9,5 %, Crx-Cre/cOFF 80,6 + 10,3 %, p>0.9999) (Figure 57B). De
la méme maniere, les rétines des animaux des différents génotypes ne présentent aucune différence
significative dans leurs contenus en ARNm de Psd95 (WT 100 * 6,9 %, Crx-Cre 106 + 12 %, cOFF 60,1
5 %, Crx-Cre/cOFF 86,4 + 13,3 %, p = 0.8493) (Figure 57D).
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Figure 57 : Transcription rétinienne de (A) Rhodopsine a P5 et (B) a P25, (C) Psd95 a P5
et (D) aP25.

Rhodopsine P5 : WT n=5, Crx-Cre n=2, cOFF n=3, Crx-Cre/cOFF n=7 ; P25 : WT n=2, Crx-Cre n=2,
cOFF n=8, Crx-Cre/cOFF n=7. Psd95 P5 : WT n=5, Crx-Cre n=3, cOFF n=4, Crx-Cre/cOFF n=8 ; P25
: WT n=3, Crx-Cre n=2, cOFF n=8, Crx-Cre/cOFF n=7. Résultats calculés par 2¢2Ct et exprimés en
pourcentage du groupe WT. Analyses statistiques par ANOVA une voie suivie d'une comparaison
multiple de Tukey.




A P5, les rétines des animaux contrdles présentent des niveaux de Rhodopsine similaires (WT 100 *
14,1 %, Crx-Cre 107,8 + 24,9 %, cOFF 97 * 8,3 %). En revanche, celles des animaux d’intérét montrent
des quantités de Rhodopsine diminuées de I'ordre de 40% par rapport aux animaux WT (Crx-Cre/cOFF
58,2 + 4,5 %, p = 0.0662) (Figure 58A). Les rétines des animaux controles ont également des quantités
de PSD95 similaires (WT 100 + 13 %, Crx-Cre 74,7 + 20,9 %, cOFF 113,5 + 21 %). Ici aussi, les rétines des
animaux d’intérét montrent une diminution de leur quantité de PSD95, de I'ordre de 50% par rapport
aux animaux WT (Crx-Cre/cOFF 50,6 + 9,9 %, p = 0.143) (Figure 58B). Ainsi, les animaux Crx-Cre/cOFF
agés de 5 jours connaissent des altérations dans leur contenu protéique rétinien sans modification de la
transcription des genes codant pour ces protéines. Ces altérations se caractérisent notamment par une
diminution de 40% de leur contenu en rhodopsine et une diminution de 'ordre de 50% de leur contenu
en PSD95. Par conséquent, a leur naissance, les animaux Crx-Cre/cOFF présentent un phénotype
rétinien moléculaire similaire a celui décrit chez I'animal Fmr1 KO (Rossignol et al.,, 2014; Perche et

al, 2018).
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Figure 58 : Expression rétinienne a P5 de (A) Rhodopsine et (B) PSD95.

Rhodopsine : WT n=5, Crx-Cre n=8, cOFF n=2, Crx-Cre/cOFF n=9 ; PSD95 : WT n=4, Crx-Cre n=4, cOFF
n=3, Crx-Cre/cOFF n=5 . Résultats exprimés en pourcentage du groupe WT. Analyses statistiques par
Kruskal-Wallis suivi d'une comparaison multiple de Dunn.

De maniere surprenante, a P25, aucune différence de contenu rétinien en protéine rhodopsine n’est
observée entre les différents groupes (WT 100 + 11,9 %, Crx-Cre 106 * 8,9 %, cOFF 96,7 + 16,7 %, Crx-
Cre/cOFF 104,1 + 8,7 %, p = 0.9856) (Figure 59A). Ce phénomeéne est également observé pour ce qui
concerne le contenu en protéines PSD95 (WT 100 + 12 %, Crx-Cre 85,8 + 3,7 %, cOFF 87,4 + 12,4 %, Crx-
Cre/cOFF 84,5 £ 13,3 %, p = 0.8907) (Figure 59B).
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Figure 59 : Expression rétinienne a P25 de (A) Rhodopsine et (B) PSD95.

Rhodopsine : WT n=6, Crx-Cre n=8, cOFF n=8, Crx-Cre/cOFF n=10; PSD95 : WT n=5, Crx-Cre n=6, cOFF
n=8, Crx-Cre/cOFF n=5. Résultats exprimés en pourcentage du groupe WT. Analyses statistiques par
ANOVA une voie suivie d'une comparaison multiple de Tukey.

Ainsi, a P25, les animaux d'intérét ne présentent plus les anomalies protéiques rétiniennes observées
a P5. Leur profil protéique rétinien n’est pas cohérent avec celui décrit précédemment en cas d’absence
de la protéine FMRP (Rossignol et al., 2014; Perche et al., 2018). Ce résultat suggére que d’autres
protéines décrites comme dérégulées dans la rétine en absence de FMRP ne le devraient pas dans la
rétine de I'animal d’intérét a son entrée a I'age adulte. Je pense notamment aux protéines synaptiques
synaptotagmine 1 et mGluR5 dont les contenus sont modifiés dans la rétine de la souris Fmrl KO
(Rossignol et al.,, 2014). En extrapolant, nous pouvons imaginer que d’autres protéines dont le contenu
rétinien n’a pas encore été étudié chez I'animal Fmrl KO mais qui sont dérégulées dans la rétine de cet
animal, ne le soient pas ici chez I'animal Crx-Cre/cOFF. Quoi qu’il en soit, la rétine des animaux
d’intérét ne présente pas le phénotype moléculaire de type « Fmr1 KO » lors de I'entrée a 1’age
adulte.

Les résultats obtenus lors de la caractérisation moléculaire ne semblent pas cohérents avec
I’'absence de protéine FMRP. Le modéle généré n’est donc pas conforme aux attentes, car la rétine
en présente pas le phénotype moléculaire « de type Fmr1 KO » attendu d'un modéle FXS rétine-

spécifique.

Etude électrophysiologique de la rétine du modéle Crx-Cre/cOFF

La fonctionnalité rétinienne est étudiée par I'’enregistrement d’électrorétinogrammes. Les animaux
sont étudiés a 3 mois et a 6 mois.

Quel que soit I'dge considéré, les courbes enregistrées sont globalement identiques d'un génotype a
I'autre (Figure 60). Les ERG des animaux d’'intérét ne présentent pas d’anomalie globale par rapport a

ceux des animaux controles, leurs rétines réagissent aux stimuli lumineux.
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Figure 60 : Exemples de courbes d’ERG d’animaux a 3 mois (A) WT et (B) Crx-Cre/cOFF.

Ici, le stimulus lumineux émis a 0 ms est d’intensité 0 dB, soit 0,398 Cd.s.m2. Cette luminance a permis
d’obtenir ici les réponses maximales chez les animaux étudiés.

A 3 mois, I'amplitude maximale de 'onde a (Amax) des animaux d’intérét est similaire a celle des
groupes controles (WT -570,4 + 45,7 uV, Crx-Cre -598,8 + 32 uV, cOFF -438,4 + 65,8 uV, Crx-Cre/cOFF -
558,7 + 28,5 pV, p = 0.9978) (Figure 61A). Aucune différence significative n’est observée pour ce
parametre. Il en est de méme pour 'amplitude maximale de 'onde B (Bmax), similaire d'un génotype a
l'autre (WT 1226 + 139,1 pV, Crx-Cre 1272 + 83,4 uV, cOFF 980 + 117,5 uV, Crx-Cre/cOFF 1175 * 76,8
uV, p = 0.9849) (Figure 61B). Les parameétres issus de I'onde b, a savoir n, la pente de la courbe de
sensibilité de I'onde b, et K, l'intensité lumineuse nécessaire pour atteindre Bmax/2, sont également
identiques entre les différents génotypes. En effet, le parameétre K présente des valeurs similaires quel
que soit le génotype considéré (WT -2,5 £ 0,2 dB, Crx-Cre -2,2 + 0,1 dB, cOFF -2,0 + 0,2 dB, Crx-Cre/cOFF
-2,1+0,1dB, p = 0.3548) (Figure 61C), et le parameétre n mesuré chez les animaux d’intérét est similaire
a celui des animaux des groupes controles (WT 0,61 + 0,04, Crx-Cre 0,52 + 0,04, cOFF 0,51 * 0,01, Crx-
Cre/cOFF 0,56 + 0,03, p = 0.6921) (Figure 61D). Ainsi, a 3 mois, les animaux d’intérét ne présentent

pas d’anomalies majeures de 'ERG.
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Figure 61 : Parametres d’ERG enregistrés a 3 mois, a savoir (A) Amax, (B) Bmax, (C) K et (D) n.

WT n=3, Crx-Cre n=3, cOFF n=4, Crx-Cre/cOFF n=5. Analyses statistiques par ANOVA une voie suivie
d’'une comparaison multiple de Tukey.

Un résultat identique est observé a 6 mois. En effet, les rétines des animaux d’intérét a cet age ne
montrent pas de différence significative par rapport aux groupes contrdles pour leurs parameétres Amax
(Crx-Cre -484,2 + 21,4 nV, cOFF -505,7 * 29,5 pV, Crx-Cre/cOFF -505,3 + 31,0 uV, p > 0.9999), Bmax (Crx-
Cre 928,1 + 65,7 pV, cOFF 952,7 + 164,3 pV, Crx-Cre/cOFF 1017 + 54,6 uV, p = 0.6207), K (Crx-Cre -1,60
+0,19 dB, cOFF -1,64 + 0,21 dB, Crx-Cre/cOFF -1,56 + 0,21 dB, p > 0.9999) et n (Crx-Cre 0,61 + 0,03, cOFF
0,52 + 0,03, Crx-Cre/cOFF 0,55 + 0,03, p = 0.4179)(Figure 62).
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Figure 62 : Parametres d’ERG enregistrés a 6 mois, a savoir (A) Amax, (B) Bmax, (C) K et (D) n.

Crx-Cre n=10, cOFF n=2, Crx-Cre/cOFF n=7. Analyses statistiques par Kruskal-Wallis suivi d’une
comparaison multiple de Dunn.

Par conséquent, 3 3 mois comme a 6 mois, les animaux d’intérét ne présentent pas de
différence par rapport aux groupes controles dans leur réponse a une série de stimuli lumineux.
Ce phénomene s’illustre par des courbes de sensibilité des ondes a et b similaires entre les animaux

d’intérét et les animaux controles, a 3 mois comme a 6 mois (Figure 63).
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Figure 63 : Courbes de sensibilité rétiniennes a (A) 3 mois et (B) 6 mois.

3 mois : WT n=3, Crx-Cre n=3, cOFF n=4, Crx-Cre/cOFF n=5; 6 mois : Crx-Cre n=10, cOFF n=2, Crx-
Cre/cOFF n=7.




Les rétines des animaux d’'intérét ne présentent donc pas d’altération électrophysiologique
majeure. Ces résultats suggérent que la fonctionnalité rétinienne des animaux d’intérét n’est pas
affectée. La capture de la lumiere par les photorécepteurs n’est pas altérée, comme le montre I'onde a, et
la transmission des signaux visuels a travers la rétine interne s’effectue de maniere identique a celle
observée en conditions controles, comme le montrent les parametres de I'onde b. Ces résultats peuvent
étre expliqué par I'absence de certaines anomalies moléculaires constatées précédemment. En effet, chez
les animaux d’intérét, le contenu rétinien en rhodopsine n’est pas différent de celui des animaux
contrdles, ce qui peut expliquer 'absence d’anomalie de 'onde a chez ces animaux (Liang et al., 2004;
Price et al,, 2012). De méme, la quantité de PSD95 n’est pas modifiée dans les rétines des animaux
d’intérét. A 'évidence, les réseaux neuronaux rétiniens de ’animal d’intérét fonctionnent de maniére
physiologique, ce qui est cohérent avec une absence d’anomalies dans le contenu de protéines
synaptiques de ces rétines. Les résultats obtenus lors de 1'étude électrophysiologique étayent '’hypothése
de l'absence d’anomalies dans le contenu d’autres protéines rétiniennes impliquées dans le
fonctionnement des circuits neuronausx, telles que les protéines synaptiques. Quoi qu'il en soit, I'absence
d’anomalie de 'ERG n’est pas cohérente avec’absence de protéine FMRP, puisque les études précédentes
ont montré des anomalies claires de I'électrophysiologie rétinienne chez 'animal Fmr1 KO (Rossignol et
al,, 2014; Perche et al,, 2018).

Les animaux Crx-Cre/cOFF ne présentent pas d’anomalies de I'ERG. Ce résultat s’ajoute a
I’absence de dérégulations de protéines dont le contenu a pourtant été clairement décrit comme
modifié en absence de FMRP, et confirme que les rétines de ces animaux ne présentent pas un
phénotype « de type Fmr1 KO ». Par conséquent, le modeéle Crx-Cre/cOFF n’est pas conforme aux

attentes d’'un modele FXS rétine-spécifique.

Ainsi, le modele créé exprime un phénotype rétinien inattendu au vu de la construction génétique
mise en place et de I'absence confirmée de la protéine FMRP aux stades post-nataux. La composante
rétinienne du systéme visuel n’est pas conforme aux attentes du modéle, et ce dernier ne me
permettra pas a priori de répondre aux questions qui ont motivées ce projet. Néanmoins, je me suis
toutefois intéressée a la composante cérébrale chez ce modéle, afin d’étudier le plus possible les effets de

la construction génétique utilisée ici.

3.5.2 Etude du cerveau du modéle Crx-Cre/cOFF

Validation des aires cérébrales du modeéle Crx-Cre/cOFF

Au niveau cérébral, I'objectif du modele créé est de conserver I'expression du géne Fmrl et de
maintenir la quantité de protéine FMRP au niveau physiologique. Pour vérifier cela, de maniére identique
alavalidation des rétines, j’ai réalisé une étude des quantités de transcrits du géne Fmr1 et de la protéine

FMRP dans le cerveau entier d’animaux d’intérét et de controles littermate, aux deux ages sélectionnés.



A P5, les cerveaux des animaux des trois groupes controles présentent des niveaux d’expression de
Fmr1 similaires (WT 100 # 5,8 %, Crx-Cre 121,8 + 10,2 %, cOFF 99,5 + 9,9 %) (Figure 64A). Cependant,
contre toute attente, les cerveaux d’animaux d’intérét présentent une diminution significative de leur
expression de Fmr1 de 55% par rapport au groupe controle WT (Crx-Cre/cOFF 44,7 + 2,1 %, p <0.0001)
(Figure 64A). Un résultat identique est obtenu avec des animaux agés de 25 jours (WT 100 * 11,3 %, Crx-
Cre 123,7 + 28 %, cOFF 85,7 + 8,8 %, Crx-Cre/cOFF 43,4 + 9,2 %, p = 0.0195) (Figure 64B). Ainsi, le
croisement des deux lignées induit une diminution de I'’expression du gene Fmr1 de I'ordre de

50% dans les cerveaux de I'’animal d’intérét.
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Figure 64 : Transcription cérébrale de Fmr1 (A) a P5 et (B) a P25.

P5: WT n=8, Crx-Cre n=6, cOFF n=4, Crx-Cre/cOFF n=9 ; P25 : WT n=4, Crx-Cre n=3, cOFF n=7, Crx-
Cre/cOFF n=8. Résultats calculés par 2¢ACt et exprimés en pourcentage du groupe WT. Analyses
statistiques par ANOVA une voie suivie d'une comparaison multiple de Tukey. *p<0.05, **p<0.01,
*¥3%p<0.0001.

De maniere logique, cette diminution de transcription du gene Fmrl1 trouve ses conséquences au
niveau protéique. En effet, a P5, les cerveaux des animaux d’'intérét présentent une diminution
significative de leur quantité de protéine FMRP par rapport aux groupes controles, tandis que les
animaux controles montrent des niveaux équivalents de protéine FMRP (WT 100 + 7,3 %, Crx-Cre 140,2
+23,1 %, cOFF 99,5 + 31,1 %, Crx-Cre/cOFF 39 + 4,9 %, p=0.0111) (Figure 65A). A cet age, la diminution
de la quantité cérébrale de FMRP est de I'ordre de 60% par rapport aux animaux WT. Un résultat
identique est obtenu avec des animaux agés de 25 jours (WT 100 * 27,2 %, Crx-Cre 75,4 + 10,3 %, cOFF
100 * 15,4 %, Crx-Cre/cOFF 28,3 + 7,7 %, p = 0.0165) (Figure 65B). A P25, les cerveaux des animaux
d’intérét contiennent 70% moins de protéine FMRP que ceux des animaux WT. Le croisement des deux
lignées sélectionnées induit une diminution significative de la production de protéine FMRP dans

le cerveau de I’animal d’intérét.
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Figure 65 : Expression cérébrale de FMRP (A) a P5 et (B) a P25.

P5: WT n=8, Crx-Cre n=14, cOFF n=4, Crx-Cre/cOFF n=12; P25 : WT n=3, Crx-Cre n=6, cOFF n=5, Crx-
Cre/cOFF n=6. Résultats exprimés en pourcentage du groupe WT. Analyses statistiques pour P5 par
Kruskal-Wallis suivi d’'une comparaison multiple de Dunn. Analyses statistiques a P25 par ANOVA une
voie suivie d'une comparaison multiple de Tukey. *p<0.05, **p<0.01 ****p<0.0001.

Le modéle Crx-Cre/cOFF n’est donc pas validé au niveau cérébral : I’expression physiologique
du géne Fmr1 n’est pas maintenue. Il ne correspond pas aux attentes d'un modele FXS rétine-
spécifique.

Afin de déterminer sila diminution de I’expression cérébrale du gene Fmr1 est la conséquence d’une
recombinaison du géne dans les cellules cérébrales, ou est lié a I'absence de protéine FMRP au niveau
rétinien, j’ai réalisé une analyse du génotype de cellules cérébrales. Cette analyse permet de déterminer
si le matériel génétique des cellules étudiées contient la construction Fmrl cOFF dans sa version
recombinée. Seul le broyat de I'animal Crx-Cre/cOFF montrent la présence au niveau cérébral de la

construction Fmr1 cOFF sous sa forme recombinée (Figure 66).

Crx-Cre
WT Crx-Cre cOFF COFF
1 2 1 o 1 2 4 | 2
+ co——
Recombinaison Fmrl cOFF (530 pb) — —
1L2 (contréle interne) (200 pb) — — p— — — — —

Figure 66 : Analyse génotypique de la recombinaison du gene Fmr1 cOFF.

Gel d’électrophorése en agarose apres PCR de génotypage. Pour chaque animal, la colonne de gauche (1)
contient un échantillon de tissus dermique (contrdle négatif) et la colonne de droite (2) contient le
broyat cérébral.




Ce résultat indique donc que la recombinaison du gene Fmrl a eu lieu au niveau cérébral. En
conclusion, au niveau cérébral, une partie au moins des cellules connait une mise en silence de ce
gene. D’apreés les quantifications des ARNm Fmr1, le modéle Crx-Cre/cOFF connait une situation
d’expression cérébrale globale de Fmr1 divisée par 2 par rapport a un animal contréle. Ce modéle
n’est donc pas conforme aux attentes d'un modele FXS rétine spécifique. Toutefois, il représente
une situation originale qui se révele particuliérement intrigante et intéressante a étudier. En effet, le
phénotype moléculaire et cellulaire cérébral a été étudié dans le cas d’individus « sains », i.e. avec une
expression a 100% de FMRP, et dans le cas extréme opposé, en conditions FXS avec une absence totale
de protéine FMRP. En revanche, la situation intermédiaire, avec une expression cérébrale de FMRP
diminuée mais pas annulée n’est pas connue et étudiée. L’animal d’intérét représente une opportunité
d’étudier les conséquences moléculaires et cellulaires de la diminution de la quantité cérébrale de

protéine FMRP.

Caractérisation moléculaire cérébrale du modele Crx-Cre/cOFF

Face a la diminution inattendue du contenu cérébral de FMRP, l'objectif de la caractérisation
moléculaire cérébrale est de dresser un état des lieux du contenu cérébral en protéines dont I'expression
est connue pour étre modifiée par I'absence de FMRP. Tout comme pour la caractérisation rétinienne, j’ai
réalisé une étude des quantités de protéines mais également une étude des quantités de transcrits
codants pour ces protéines, afin de s’assurer que les anomalies observées dans les quantités de protéines
ne proviennent pas de défauts de transcription des génes codants pour ces protéines. Mon choix s’est
porté sur PSD95, protéine connue pour étre dérégulée au niveau cérébral en cas d’absence de la protéine
FMRP (Muddashetty et al., 2007; Zalfa et al.,, 2007; Westmark, 2013; Rossignol et al., 2014). Les cerveaux
entiers sont étudiés aux mémes ages que lors de I'étape de validation du modele.

A P5, aucune différence n’est observée entre les contenus cérébraux d’ARNm de Psd95 des animaux
contrdles et ceux des animaux d’intérét (WT 100 + 15,6 %, Crx-Cre 109,7 *+ 24,4 %, cOFF 87,5 + 19,3 %,
Crx-Cre/cOFF 122,6 = 15,6 %, p = 0.7428) (Figure 67A).
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Figure 67 : Transcription cérébrale de Psd95 a (A) P5 et (B) a P25.

Psd95 P5 : WT n=6, Crx-Cre n=3, cOFF n=4, Crx-Cre/cOFF n=8; Psd95 P25 : WT n=4, Crx-Cre n=3, cOFF
n=9, Crx-Cre/cOFF n=8. Résultats calculés par 2¢ACt et exprimés en pourcentage du groupe WT.
Analyses statistiques par ANOVA une voie suivie d’'une comparaison multiple de Tukey.




A P25, tous les groupes étudiés présentent des quantités cérébrales similaires d’ARNm de Psd95 (WT
100 + 7,6 %, Crx-Cre 118 + 17,4 %, cOFF 103,9 + 11,3 %, Crx-Cre/cOFF 103,9 + 12,5 %, p = 0.9971)
(Figure 67B).

A P5, I'analyse par western blot des contenus protéiques des cerveaux des animaux controles et
d’intérét ne montre pas de différence dans les niveaux de PSD95 des différents groupes (WT 100 + 8,7
%, Crx-Cre 75 + 0,8 %, cOFF 94,6 + 7,6 %, Crx-Cre/cOFF 108,5 + 10,4 %, p = 0.863) (Figure 68A). Ce
résultat se maintient a P25, les animaux Crx-Cre/cOFF ne montrant aucune différence dans leur contenu
cérébral par rapport aux animaux controles (WT 100 + 4,6 %, Crx-Cre 109,1 + 18,6 %, cOFF 145,4 + 24,8
%, Crx-Cre/cOFF 82,22 + 13 %, p = 0.906) (Figure 68B).
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Figure 68 : Expression cérébrale de PSD95 (A) a P5 et (B) a P25.

P5: WT n=8, Crx-Cre n=14, cOFF n=4, Crx-Cre/cOFF n=12; P25 : WT n=9, Crx-Cre n=10, cOFF n=8,
Crx-Cre/cOFF n=8. Résultats exprimés en pourcentage du groupe WT. Analyses statistiques a P5
par ANOVA une voie suivie d’'une comparaison multiple de Tukey.

Ainsi, 'animal Crx-Cre/cOFF ne présente pas 'anomalie moléculaire marqueur de 'absence de la
protéine FMRP, caractéristique de la condition du FXS au niveau cérébral. Tout comme pour la rétine, il
est aisé d’'imaginer que les autres protéines décrites pour étre dérégulées au niveau cérébral chez
I'animal Fmr1 KO ne le sont pas ici, chez cet animal. Je pense notamment a Kcnmal, mGluR5 ou encore
Synaptotagmine. En extrapolant, il est fort probable que I'ensemble des protéines dérégulées en absence
de FMRP, i.e. virtuellement toutes les protéines dont la traduction est régulée d’'une maniere ou une autre
par FMRP, connait lui aussi des niveaux physiologiques dans le cerveau des animaux Crx-Cre/cOFF. Quoi
qu'il en soit, de maniere tres factuelle, la protéine marqueur du phénotype moléculaire cérébral du FXS
ne connait pas d’altération de son contenu cérébral, et souligne que le cerveau des animaux Crx-Cre/cOFF
ne présente pas les anomalies moléculaires cohérentes avec une altération de la disponibilité de FMRP.
Le cerveau des animaux Crx-Cre/cOFF ne présente pas de dérégulation en protéines comparable
a celles observées chez I'animal Fmr1 KO. D’'un point de vue moléculaire, le cerveau de ces

animaux n’est pas « de type Fmr1 KO ».




Caractérisation cellulaire cérébrale du modéle Crx-Cre/cOFF

En cas d’absence totale de protéine FMRP au niveau cérébral, le phénotype cellulaire s’illustre par
une immaturité neuronale caractérisé par des épines dendritiques présentant une morphologie
immature et présentent en plus grand nombre (Irwin et al.,, 2000; Greenough et al., 2001; Nimchinsky et
al,, 2001; Galvez and Greenough, 2005). Afin de déterminer si 'animal Crx-Cre/cOFF, dont le contenu
cérébral de FMRP est diminué de moitié, présente ce phénotype d'immaturité neuronale, j'ai réalisé des
cultures de neurones corticaux des animaux et étudié la densité et la longueur des épines dendritiques
de ces neurones. Par rapport aux neurones des groupes controles, les neurones des animaux d’intérét ne
présentent pas d’anomalie morphologique globale, ni de densité (Crx-Cre 0.207 * 0.055 /pm, Crx-
Cre/cOFF 0.160 + 0.006 /um, p = 0.8) et de longueur de leurs épines dendritiques (Crx-Cre 1.117 + 0.062
pm, Crx-Cre/cOFF 1.104 + 0.027 pum, p = 0.8) (Figure 69).
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Figure 69 : Etude du phénotype neuronal de la lignée. (A) Exemples de dendrites
neuronales (en vert). (B) Densité des épines dendritiques et (C) longueur moyenne des
épines dendritiques.

Marquage membranaire par Dil de neurones maintenus en culture in vitro. Barre d’échelle 5 pm.
Mesure et comptage des épines dendritiques réalisés grace au logiciel Image] Fiji. Crx-Cre n=2, Crx-
Cre/cOFF n=3. Pour chaque animal, entre 15 et 30 dendrites ont été étudiées. Analyses statistiques
par test de Mann-Whitney.




Ainsi, la diminution de moitié du contenu cérébral global d’ FMRP n’affecte pas iciles neurones
corticaux des animaux Crx-Cre/cOFF. Ces animaux ne présentent pas le phénotype neuronal « de
type Fmr1 KO » caractérisé par un aspect gréle des dendrites neuronales.

En résumé, 'animal Crx-Cre/cOFF présente une absence de l'expression du géne Fmrl dans ses
rétines, associés a une absence de phénotype rétinien une fois I'age adulte atteint, et une diminution de
I'expression du géne Fmrl associé a un phénotype moléculaire cérébral de dérégulation de contenus
protéiques. Les résultats suggerent que la diminution de 'expression de FMRP au niveau cérébral est due
a une recombinaison de la construction Fmr1 cOFF, au moins dans une partie des cellules cérébrales.
L’ensemble des résultats obtenus souléve donc la question de la maitrise de la recombinaison
induite par le Tg(Crx-Cre) : la recombinaison rétinienne est-elle totale ? Quel est le schéma de
recombinaison induit au niveau cérébral ? La suite de I'étude proposée ici s’'intéresse donc a
I’étude de la recombinaison induite par le Tg(Crx-Cre), en particulier au niveau cérébral, ou cette
recombinaison n’était pas attendue. Pour apporter des éléments de réponse, la lignée Tg(Crx-Cre) est
croisée avec une lignée reportrice afin de révéler les cellules, les tissus, les organes, subissant une

recombinaison génétique par action de la Cre recombinase.

3.5.3 Etude de la recombinaison génétique induite par le Tg(Crx-Cre)

Recombinaison rétinienne

Le croisement de la lignée Tg(Crx-Cre) avec la lignée reportrice RCE permet de déterminer la
présence de cellules ayant subi une recombinaison par 'action de Cre recombinase mais également de
localiser ces cellules au sein d’un tissu. Les cellules recombinées expriment la protéine GFP (Sousa et al.,
2009; Miyoshi et al., 2010).

L’analyse du contenu protéique des rétines d’animaux adultes issus de ce croisement révele que
seules les rétines des animaux Crx-Cre/RCE expriment la GFP (Figures 70A et B). Par ailleurs, nous
pouvons vérifier que seuls les animaux porteurs de la construction Tg(Crx-Cre) expriment la Cre
recombinase a 1'dge adulte. Ceci confirme que I'expression rétinienne de cette enzyme se maintient tout
au long de la vie de I'animal porteur de ce transgéne.

De plus, la protéine GFP est exprimée dans toutes les couches rétiniennes des animaux Crx-Cre/RCE
(Figure 70C). Aucune expression de GFP n’a été observée sur les coupes des animaux controles (non
montrées ici). Ce résultat suggére que la recombinaison génétique induite par le Tg(Crx-Cre) affecte
toutes les couches cellulaires de la rétine. La recombinaison rétinienne obtenue griace a ce
transgéne est donc conforme aux attentes, tous les types cellulaires étant affectés par la

recombinaison.
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Figure 70 : Etude de la recombinaison rétinienne induite par le Tg(Crx-Cre). Expression de Cre
recombinase et de GFP (A) a P5 et (B) a I’age adulte. (C) Marquage immunohistologique de la
GFP (en vert) sur coupes de rétines d’animaux issus du croisement Tg(Crx-Cre) et RCE.

Western blot réalisés sur rétines entieres. P5: WT n=3, Crx-Cre n=3, RCE n=2, Crx-Cre/RCE n=4;
adultes : WT n=4, Crx-Cre n=3, RCE n=3, Crx-Cre/RCE n=3.

Immunohistologies réalisées sur coupes d’épaisseur 6um. vert : GFP ; bleu : DAPI. Barre d’échelle 25 pm.
0S : segments externes des photorécepteurs ; ONL : couche nucléaire externe ; OPL : couche plexiforme
externe ; INL: couche nucléaire interne ; IPL: couche plexiforme interne; GCL: couche des cellules
ganglionnaires.

Recombinaison cérébrale

L’analyse du contenu protéique des cerveaux entiers d’animaux adultes issus du croisement entre la
lignée Tg(Crx-Cre) et la lignée RCE indique que les cerveaux des animaux Crx-Cre/RCE expriment la
protéine GFP (Figure 71). Les animaux controles littermate n’expriment pas cette protéine au niveau
cérébral. De plus, la protéine Cre n’a été détectée dans aucun échantillon cérébral, quel que soient I'age
et le génotype étudiés. Ce résultat suggere que les cellules cérébrales de I'animal Crx-Cre/RCE, qui
expriment la GFP, ont connu une recombinaison avant I'dge adulte, ou descendent de cellules ayant connu
des conditions recombinantes. Quoi qu’il en soit, ces cellules cérébrales portent un génotype affecté
par la recombinaison due a la présence de Cre recombinase, méme de maniére temporaire, dans

I'histoire de ces cellules.
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Figure 71 : Etude de la recombinaison cérébrale induite par le Tg(Crx-Cre).
Expression de Cre recombinase et de GFP (A) a P5 et (B) a I’age adulte.

Western blot réalisés sur rétines entieres. P5 : WT n=3, Crx-Cre n=3, RCE n=2, Crx-Cre/RCE n=4;
adultes : WT n=4, Crx-Cre n=3, RCE n=3, Crx-Cre/RCE n=3. Un échantillon de protéines de rétines
d’animal Crx-Cre/RCE (puits a gauche) est utilisé comme contrdle positif d’expression de Cre.

La localisation de ces cellules dans les aires cérébrales nous apporte plusieurs informations. Tout
d’abord, les cellules recombinées ne sont pas présentes dans toutes les structures cérébrales. Comme le
montre la figure 72, chez I'animal Crx-Cre/RCE, la GFP n’est clairement visible que dans certaines
structures et est absente de certaines autres. En particulier, nous pouvons noter 1'absence totale de
marquage de la protéine GFP dans les bulbes olfactifs, ou dans les aires subcorticales centrales, telles que
le noyau accumbens ou le putamen. La recombinaison induite par le Tg(Crx-Cre) n’est pas
pancérébrale, mais est structure spécifique. De plus, les structures montrant une forte expression de
GFP sont I'hippocampe, le cervelet et le colliculus. Le cortex visuel exprime également la GFP, ainsi que
le cortex somatosensoriel, bien que le marquage de ces aires soit moins prononcé que celui des structures
citées précédemment. Par conséquent, le Tg(Crx-Cre) induit une recombinaison génétique des cellules de
ces aires cérébrales. Nous concentrerons nos observations sur ces aires montrant une présence claire de
la protéine GFP.

Il est intéressant de noter que, au sein méme de ces structures, la recombinaison n’affecte pas toutes
les cellules. Dans I'hippocampe, la recombinaison semble affecter les cellules pyramidales (Figure 72)
dans les zones CA1, CA2, et le gyrus denté. Dans le cortex, la recombinaison semble concerner les
astrocytes, principalement dans les couches 1 et 2/3, et se raréfie avec la profondeur des couches
corticales (Figure 72). Dans le cervelet, la recombinaison semble affecter les cellules de Purkinje, mais
semble laisser intacte les autres types cellulaires (Figure 72). Dans le colliculus, la recombinaison semble
affecter uniquement des cellules gliales (Figure 72). Bien entendu, ces résultats ne sont que des
hypotheses basées sur la morphologie et la localisation des cellules exprimant la GFP. Il conviendrait de
réaliser sur ces coupes cérébrales des co-marquages immunohistologiques cellules-spécifiques afin de

confirmer ces résultats. Je pense notamment a un co-marquage anti-GFP et anti-NeuN afin de mettre en




évidence les recombinaisons neuronales, et un co-marquage Anti-GFP et anti-GFAP afin de mettre en

évidence les recombinaisons gliales.
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Figure 72 : Etude histologique de la recombinaison cérébrale induite par le Tg(Crx-Cre).
Marquage immunohistologique de la GFP (en vert) sur coupes de cerveaux d’animaux adultes
issus du croisement Tg(Crx-Cre) et RCE. (A) hippocampe (B) cervelet (C) colliculus (D) cortex.

Marquages immunohistologiques réalisées sur coupes d’épaisseur 12pm. vert : GFP ; bleu : DAPI. Pour
chaque structure, I'image de gauche est un grossissement x5 et I'image de droite est un grossissement
x20 de la zone encadrée en orange sur I'image de gauche. Barres d’échelle : 100um (grossissement x5),
50um (grossissement x20).




Ces résultats nous indiquent que la recombinaison cérébrale induite par le Tg(Crx-Cre) crée une
situation de mosaique génétique a différents niveaux. Tout d’abord la recombinaison est
spécifique a certaines structures cérébrales. De surcroit, au sein méme de ces structures, la
recombinaison n’affecte que certains types cellulaires dans certaines zones de la structure. Enfin,
au sein méme de la population ciblée dans une structure, cette population n’est pas intégralement
affectée par la recombinaison. Cette population est elle-méme en situation de mosaicisme. En
conclusion, la recombinaison cérébrale induite par le Tg(Crx-Cre) est structure et cellule

spécifique, et génére par conséquent une mosaique cellulaire a I’échelle du cerveau.

Tissus extérieurs au systeme nerveux

Afin de vérifier que le Tg(Crx-Cre) n’induit pas de recombinaison dans des tissus totalement
extérieurs au systéme visuel, et a plus forte raison au systéme nerveusx, j'ai choisi d’étudier I'expression
de la Cre recombianse, et de la GFP dans deux organes « autres » de I'animal Crx-Cre/RCE. Tout d’abord,
les testicules. Ces organes expriment de maniere précoce le géne Fmr1 en conditions physiologiques, et
sont fortement affectés par I'absence de protéine FMRP. IIs montrent un phénotype de macro-orchidie
post-pubertaire trés marqué chez les patients atteints du syndrome de I'X fragile, qui en fait le troisieme
symptome le plus important de cette pathologie (Turner et al,, 1975; Lachiewicz and Dawson, 1994). Le
deuxiéme organe est la rate, un organe n’exprimant pas la protéine FMRP en conditions physiologiques
et n’étant pas connu pour présenter un phénotype en conditions FXS.

AT'age adulte, aucun de ces deux organes ne présentent d’expression de Cre recombianse ni de GFP,

quel que soit le génotype de I'animal étudié (Figure 73).
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Figure 73 : Expression de Cre recombinase et de GFP (A) dans les testicules et (B) la rate des
animaux adultes de la lignée Crx-Cre/RCE.

Western blot réalisés sur organes entiers. WT n=4, Crx-Cre n=3, RCE n=3, Crx-Cre/RCE n=3. Un
échantillon de protéines de rétines d’animal Crx-Cre/RCE (puits a gauche) est utilisé comme
controdle positif d’expression de Cre.

Ce résultat suggere que les organes extérieurs au systéme visuel ne sont pas affectés par une
expression de Cre recombinase provenant du Tg(Crx-Cre), et donc leurs cellules ne connaissent

de recombinaison a aucun moment de leur histoire.




3.5.4 Quid du modeéle Crx-Cre/cOFF ?

Expression cérébrale de Fmr1

L’étude de la recombinaison induite par la lignée Tg(Crx-Cre) via I'utilisation de la lignée reportrice
RCE suggere que seules certaines structures cérébrales sont affectées par la recombinaison. En
particulier, la recombinaison subie par I'hippocampe, le cervelet et le cortex semble affecter une large
proportion de cellules de ces structures. Afin de vérifier cette hypothése dans le cas du modele Crx-
Cre/cOFF, le modéle d’intérét pour notre étude, j’ai réalisé une étude de 'expression du gene Fmr1 dans
chacune de ces structures cérébrales chez cet animal.

A I'age adulte, par rapport aux animaux WT, les animaux Crx-Cre/cOFF montrent des diminutions
significatives de quantités d’ARNm du géne Fmr1 dans I'hippocampe (WT 100 * 11,8, Crx-Cre/cOFF 32,9
+1,9, p <0.0001), le cervelet (WT 100 + 10,8, Crx-Cre/cOFF 15,3 + 1,1, p < 0.0001), le cortex dans sa
partie visuelle (WT 100 + 8,3, Crx-Cre/cOFF 12,6 + 0,8, p < 0.0001) comme dans sa partie
somatosensorielle et frontale (WT 100 + 11,5, Crx-Cre/cOFF 13,6 + 0,8, p < 0.0001) (Figure 74). La
diminution de transcrits du géne Fmr1 est de 'ordre de 65% dans ’hippocampe, 85% dans le cervelet, et
85% dans le cortex (Figure 74). En revanche, aucune différence n’est obtenue pour les bulbes olfactifs
(WT 100 £ 12,2, Crx-Cre/cOFF 69 + 11), structure dans laquelle le croisement avec la lignée reportrice

n’avait pas mis en évidence de recombinaison (Figure 74E).
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Figure 74 : Transcription cérébrale de Fmr1 dans (A) 'hippocampe, (B) le cervelet, (C) le
cortex visuel, (D) le cortex somatosensoriel et (E) les bulbes olfactifs.

WT n=6, Crx-Cre/cOFF n=7. Résultats calculés par 2¢-ACt et exprimés en pourcentage du groupe WT.
Analyses statistiques par t-test paramétrique. ****p<0.0001.




De plus, le croisement avec la lignée reportrice suggere une recombinaison mosaique au sein méme
des populations cellulaires dans les structures cérébrales. Afin de vérifier cette hypothese, j’ai réalisé
une étude cellule spécifique de deux populations cellulaires corticales : les astrocytes et les neurones. Ces
deux populations ont été isolées ex vivo et maintenues en culture in vitro.

Chez les animaux des génotypes controéle, la population astrocytaire ne présente qu’un seul alléle du
géne Fmrl: le géne Fmrl ou la construction Fmrl1 cOFF. En revanche, la population astrocytaire des
animaux Crx-Cre/cOFF contient le géne dans deux versions : la construction Fmr1 cOFF, recombinée et
non recombinée (Figure 75). Ce résultat confirme la mosaique génétique au sein de la population des
astrocytes corticaux : une partie des cellules contient la version recombinée de la construction Fmrl

cOFF, et l'autre partie la version intacte de cette construction.

Crx-Cre Crx-Cre
cOFF cOFF

WT cOFF cOFF WT

Recombinaison Fmr1 cOFF (530 pb)
Construction Fmr1 cOFF (220 pb)
Géne Fmr1 (120 pb)

Figure 75 : Analyse génotypique d’astrocytes d’animaux de lignée Crx-Cre/cOFF.

Gel d’électrophorese en agarose apres PCR de génotypage. Notons la présence de la version
recombinée et non recombinée de la construction Fmr1 cOFF.

Par rapport aux animaux contrdles, une population neuronale d’animal Crx-Cre/cOFF montre une
diminution de la quantité ’ARNm Fmr1 qu’elle transcrit (WT 100 % 0,0, cOFF 84 + 16, Crx-Cre/cOFF 54,8
+ 21,5, p = 0.1333) (Figure 76). Bien que le résultat obtenu ici révéle pas de différence significative
(p=0.13), de par un nombre d’individus étudiés trop faible, la tendance a la diminution chez les neurones
des animaux Crx-Cre/cOFF semble importante, de 'ordre de 40% par rapport aux animaux WT (Figure

76).

p=0.1333

150
Figure 76 : Transcription de Fmr1 dans

des populations neuronales d’animaux de
lignée Crx-Cre/cOFF.

WT n=2, Crx-Cre/cOFF n=4. Résultats
calculés par 2¢-ACt et exprimés en pourcentage
du groupe WT. Analyses statistiques par test
de Mann-Whitney.
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Les résultats obtenus lors de I’étude de la recombinaison induite par le Tg(Crx-Cre) au niveau
cérébral se confirment lorsque cette lignée transgénique est croisée avec une lignée KO
conditionnel. L’animal Crx-Cre/cOFF subit une mise en silence du géne Fmrl dans certaines
structures cérébrales, et les populations cellulaires au sein de ces aires présentent une mosaique
quant a la recombinaison de la construction Fmr1 cOFF. Par conséquent, au niveau cérébral, la
recombinaison induite par le Tg(Crx-Cre) est effectivement structure- et cellule-spécifique, et

engendre une mosaique génétique.

Expression testiculaire de Fmrl

Pour ce qui est des organes ne faisant pas partie du systeme nerveux, j’ai choisi de confirmer
I'absence d’anomalie testiculaire chez les animaux Crx-Cre/cOFF. Ce choix fait écho aux symptémes
présents dans le syndrome de I'X fragile, les patients présentant une macro-orchidie post-pubertaire
(Turner et al., 1975; Bowen et al., 1978; Lachiewicz and Dawson, 1994). La construction choisie pour
notre projet ne devrait pas affecter ces tissus, et I'analyse de la recombinaison induite par le transgéne
Tg(Crx-Cre) n’a pas montré d’'induction de recombinaison au niveau testiculaire. De maniére cohérente
avec ces résultats, les animaux Crx-Cre/cOFF ne montrent pas de différence dans leur quantité de
transcrits du gene Fmr1 par rapport aux groupes d’animaux contréles (WT 100 + 14,2 %, Crx-Cre 61,2 *
22,1 %, cOFF 63,3 £ 11,3 %, Crx-Cre/cOFF 84,2 + 12 %, p >0.9999) a P5 (Figure 77). L’expression du géne
Fmrl n’est donc pas altérée au niveau testiculaire, ce qui suggere I'absence de recombinaison de la

construction Fmr1 cOFF chez I'animal d’intérét.
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De maniére logique, aucune différence significative dans la quantité de protéine FMRP n’est observée
parmi les différents génotypes de la lignée, que cela soit a P5 (WT 100 * 17,5 %, Crx-Cre 138,7 + 30 %,
cOFF 121,1 + 34,5 %, Crx-Cre /cOFF 83,1 + 22,3 %, p =0.9395) ou a P25 (WT 100 + 13,3 %, Crx-Cre 1142,4
+ 21,8 %, cOFF 142,1 + 30,4 %, Crx-Cre/cOFF 126,1 + 17,5 %, p = 0.838) (Figure 78).
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Figure 78 : Expression testiculaire de FMRP (A) a P5 et (B) a P25.

P5: WT n=4, Crx-Cre n=5, cOFF n=4, Crx-Cre/cOFF n=5; P25 : WT n=8, Crx-Cre n=8, cOFF n=8, Crx-
Cre/cOFF n=9. Résultats exprimés en pourcentage du groupe WT. Analyses statistiques par ANOVA
une voie suivie d’'une comparaison multiple de Tukey.

Enfin, les animaux Crx-Cre/cOFF adultes ne présentent pas une masse testiculaire anormale par
rapport aux autres groupes contréles (WT 7,5 + 0,2, cOFF 7,2 + 0,1, Crx-Cre/cOFF 7,5 + 0,2, p =0.9866)
(Figure 79).
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E Figure 79 : Masse testiculaire d’animaux
§ 8- de lignée Crx-Cre/cOFF a 6 mois.
o E 6 WT n=6, cOFF n = 19, Crx-Cre/cOFF n=16.
EE Résultats calculés en effectuant le ratio:
:e_,: 4 masse testiculaire (mg) / masse corporelle
2 2 (g). Analyses statistiques par ANOVA une
£ voie suivie d'une comparaison multiple de
E 0- Tukey.
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En conclusion, le transgéne Tg(Crx-Cre) induit une recombinaison affectant toutes les cellules
rétiniennes, mais également une recombinaison dans d’autres tissus. Cette derniere affecte les
tissus cérébraux, sans toutefois impacter l'intégralité des cellules et des aires cérébrales. La
recombinaison cérébrale induite par ce transgene est structure et cellule spécifique, et engendre
une mosaique génétique. Enfin, la recombinaison laisse intacte les organes extérieurs au systéme
nerveux, qu’ils expriment ou non la protéine FMRP en conditions physiologiques, tels que les
testicules et la rate. Mes résultats suggerent ainsi que le transgéne Tg(Crx-Cre) affecte
spécifiquement des tissus impliquées dans le systéeme visuel, mais pas uniquement et

spécifiquement la rétine.




3.5.5 Etude du comportement du modele Crx-Cre/cOFF

Malgré le fait que le modele Crx-Cre/cOFF ne soit pas conforme a nos attentes de modele « FXS
rétine-spécifique », j’ai réalisé quelques études comportementales comme initialement prévu au début
du projet. ]'ai sélectionné 3 tests : un test de capacités visuelles, un test de cognition et un test illustrant

un trouble neuro-associé, ici I'anxiété.

L’animal Crx-Cre/cOFF présente-t-il des anomalies visuelles ?

La capacité a comprendre les contrastes et le mouvement est évaluée grace au test de 'optométre.
Ce test est le méme que celui publié dans la précédente étude (Felgerolle et al., 2019), et confronte la
souris a un stimulus fortement contrasté en mouvement lent dans son champ de vision. Le nombre de
mouvements reflex de la téte, qui suivent le stimulus en mouvement, ainsi que le temps passé a effectuer
ces mouvements, sont enregistrés. De ces données nous pouvons également déterminer le temps moyen
d’'un mouvement de suivi. Cette analyse et les conclusions que nous pouvons en tirer sur les compétences
visuelles sont validées par nos pairs lors de notre précédente publication (Felgerolle et al., 2019).

Par rapport aux animaux des groupes controles, les animaux d’intérét présentent une diminution
significative du nombre de head-tracking effectués (WT 63 * 4, Crx-Cre 54 + 3, cOFF 53 * 4, Crx-Cre/cOFF
43 + 2, p = 0.002) (Figure 80A) associée a une diminution du temps global passé a effectuer ces
mouvements de téte (WT 108,1 + 7,9 s, Crx-Cre 99,4 + 8,1 s, cOFF 97,1 + 8,3 s, Crx-Cre/cOFF 73,8 £ 65, p
= 0.0338) (Figure 80B). La diminution du nombre de mouvements effectués est de 'ordre de 33 % par
rapport au groupe d’animaux WT. En revanche, aucune différence n’est obtenue entre les groupes en ce
qui concerne le temps moyen d'un mouvement de head-tracking (WT 1,7 £ 0,1 s, Crx-Cre 1,8 + 0,1 s, cOFF

1,9+0,1s, Crx-Cre/cOFF 1,7 £ 0,1 s, p > 0.999) (Figure 80C).
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Figure 80 : Etude de la compréhension des contrastes et mouvements par le test de 'optomeétre.
(A) Nombre de head-trackings, (B) temps passé en head-tracking et (C) temps moyen d'un
mouvement de head-tracking.

WT n=6, Crx-Cre n=11, cOFF n=7, Crx-Cre/cOFF n=9. Analyses statistiques par ANOVA une voie suivie
d’une comparaison multiple de Tukey. *p<0.05, **p<0.001.




Ces résultats suggerent donc que les animaux Crx-Cre/cOFF présentent des difficultés dans la
compréhension des mouvements et des contrastes. Il est intéressant de noter que la diminution
obtenue est du méme ordre, bien qu’'un peu plus faible, que celle observée précédemment chez les souris

Fmr1 KO (Felgerolle et al.,, 2019).

L’animal Crx-Cre/cOFF présente-t-il des anomalies cognitives ?

Les capacités de mémorisation de I'animal modéle sont étudiées grace au test du labyrinthe en Y. Ce
test met la souris testée face a un environnement connu, car exploré précédemment, et un
environnement inconnu. Le temps passé dans chacun de ces environnements, ou zones, est enregistré
ainsi que les nombres d’entrées. Par la suite, un indice de préférence pour la nouveauté est calculé,
représentant simplement le pourcentage de temps d’exploration passé dans la zone inconnue, ce qui
indique sila souris a reconnu que cette zone ne lui est pas familiere et a passé du temps a I'explorer plutot
que celle déja connue.

Par rapport aux animaux des groupes controles, les animaux Crx-Cre/cOFF ne passent pas plus de
temps dans le bras de départ (Figure 81A), mais passent significativement plus de temps dans la zone
déja connue (WT 4,7 + 4,7 s, Crx-Cre 2,3 + 1,5 s, cOFF 2,7 + 2,0 s, Crx-Cre/cOFF 11,5 + 3,5, p = 0.0164)
(Figure 81B). Par conséquent, il n’est pas surprenant de constater que les animaux Crx-Cre/cOFF ont
tendance a passer significativement moins de temps dans la zone inconnue (WT 75,7 + 10,2 s, Crx-Cre 70

+12,2 s, cOFF 64,9 + 8,9 s, Crx-Cre/cOFF 39,2 + 4,7 s, p = 0.0195) (Figure 81C).
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Figure 81 : Etude des capacités de mémorisation par le test du labyrinthe en Y.
Temps passé dans (A) le bras de départ, (B) dans le bras connu et (C) le bras inconnu.

WT n=7, Crx-Cre n=9, cOFF n=9, Crx-Cre/cOFF n=18. Analyses statistiques des données du bras de
départ et du bras connu par Kruskal-Wallis suivi d'une comparaison multiple de Dunn. Analyses
statistiques des données du bras inconnu par ANOVA une voie suivie d'une comparaison multiple de
Tukey. *p<0.05.




Ce phénoméne s'illustre parfaitement lorsque la préférence a la nouveauté est calculée, et montre
que par rapport aux animaux des groupes controles, les animaux Crx-Cre/cOFF présentent une
diminution significative du pourcentage de temps passé a explorer la zone qui leur est inconnue (WT
86,2 £ 8,9 %, Crx-Cre 85,6 + 5,6 %, cOFF 83,7 £ 6,4 %, Crx-Cre/cOFF 61,5 + 3,5 %, p = 0.018) (Figure 82A).
Ce résultat est obtenu sans qu’aucune différence ne soit observée en ce qui concerne la locomotion des
animaux, aucune différence n’étant relevée entre les différents groupes en ce qui concerne la distance
parcourue lors de cette phase du test (WT 3190 + 232,1 cm, Crx-Cre 3499 * 501 cm, cOFF 3665 * 404
cm, Crx-Cre/cOFF 4394 + 354 cm, p = 0.201) (Figure 82B).
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Figure 82 : Etude des capacités de mémorisation par le test du labyrinthe en Y.
(A) Pourcentage du temps total passé dans le bras inconnu. (B) Distance parcourue au
cours du test.

WT n=7, Crx-Cre n=9, cOFF n=9, Crx-Cre/cOFF n=18. Pourcentage du temps total passé dans le
bras inconnu calculé de la maniere suivante : 100x(temps bras inconnu)/(temps bras connu +
bras inconnu + bras de départ). Analyses statistiques par ANOVA une voie suivie d'une
comparaison multiple de Tukey. *p<0.05.

Ces résultats suggerent donc que les animaux Crx-Cre/cOFF présentent une altération de leurs

capacités cognitives, illustrées ici par des difficultés de mémorisation.

L’animal Crx-Cre/cOFF présente-t-il une anomalie de I'anxiété ?

Le comportement des animaux face a une situation anxiogene est étudiée grace au test de la croix
surélevée. Dans cette situation, I'animal est libre de se déplacer vers une zone « anxiogene » car a
découvert et avec un précipice environnant, ie. les bras ouverts, ou de se déplacer vers une zone
«rassurante », i.e. les bras fermés. De plus, les extrémités des bras ouverts sont considérées comme des
zones de risque maximal. Le temps passé dans chacun de ces environnements, ou zones, est enregistré

ainsi que les nombres d’entrées.




Aucune différence n’est enregistrée entre les différents groupes d’animaux en ce qui concerne le
nombre d’entrées dans les bras fermés (WT 16 * 2, Crx-Cre 15 + 1, cOFF 16 * 2, Crx-Cre/cOFF 18 + 1, p
>0.9999) ou dans les bras ouverts (WT 15 * 1, Crx-Cre 17 * 2, cOFF 14 * 2, Crx-Cre/cOFF 22 + 3, p =
0.1611), et ceci est associé a un temps passé dans les bras fermés (WT 173,6 £ 13,7 s, Crx-Cre 185,4 + 11
s, cOFF 180,6 + 15,3 s, Crx-Cre/cOFF 148,7 + 12,2 s, p = 0.5724) comme dans les bras ouverts (WT 63,1
+8,6 5, Crx-Cre 54,4 + 7,7 s, cOFF 47,3 + 11,1 s, Crx-Cre/cOFF 67,5 + 6 s, p = 0.9794) similaires entre les
différents génotypes (Figures 83A, B et C). Par conséquent aucune différence n’est observée non plus en
ce qui concerne les zones de risques, que ce soit dans le nombre de fois ou les souris se sont aventurées
dans ces zones (WT 1,9 + 0,4, Crx-Cre 4 + 0,6, cOFF 2 *+ 0,4, Crx-Cre/cOFF 2,7 + 0,6, p > 0.9999) ou dans
le temps que les souris y ont passé (WT 4,7 + 2,5 s, Crx-Cre 8,8 + 2,6 s, cOFF 4,8 + 2,3 s, Crx-Cre/cOFF 6,4
+ 1,55, p>0.9999) (Figures 834, B et C). Enfin, ce comportement est associé a une distance parcourue

similaire entre les animaux des différents génotypes (Figure 83D).
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Ces résultats suggerent donc que les animaux Crx-Cre/cOFF ne présentent pas d’anomalie de
I'anxiété.

Il aurait été intéressant d’évaluer les composantes sociales du comportement des animaux Crx-

Cre/cOFF afin de compléter le tableau des investigations en lien avec le phénotype comportemental




connu chez la souris Fmr1 KO. Cependant, les résultats ici obtenus lors de I'étude comportementale
des animaux Crx-Cre/cOFF suggerent que ces animaux ne présentent pas de phénotype d’anxiété,
ni d’hyperactivité. En revanche, ils semblent souffrir d’'un déficit de mémoire. Ce résultat
questionne sur les capacités cognitives d’'une maniére générale de cette lignée murine, qu’il serait
intéressant d’'investiguer plus en profondeur, avec d’autres tests cognitifs tels que ceux présentés
lors de la description comportementale du modéle Fmr1 KO (partie 2 de I'Introduction). Par-
dessus tout, il est tres intéressant de constater que les animaux présentent des difficultés de
perception des contrastes et des mouvements. Ce résultat suggere que les animaux Crx-Cre/cOFF
ont bel et bien des altérations visuelles. Il serait alors intéressant de poursuivre la caractérisation
du phénotype visuel de ces animaux, telle que réalisée dans I'étude précédente, avec des tests
permettant d’évaluer la capacité de compréhension de la profondeur et de la perspective, mais
aussi d’approfondir les connaissances quant a la discrimination des contrastes (Felgerolle et al.,

2019).

3.6 Discussion

D’une maniere globale, le modeéle Crx-Cre/cOFF ne s’est pas révélé conforme aux exigences que nous
attendions d’'un modéle « FXS-rétine-spécifique ». D’'un c6té, la rétine n’a pas montré d’anomalies
protéiques et fonctionnelles une fois 'animal arrivé a 'dge de jeune adulte. De 'autre c6té, les aires
cérébrales voient de nombreuses cellules affectées par la recombinaison du géne Fmr1, ce qui engendre
une perte d’expression de protéine FMRP dans de nombreuses populations cellulaires et structures
cérébrales. Le modeéle Crx-Cre/cOFF ne répond donc ni au critére de « rétine de type Fmr1 KO » ni
a celui de « cerveau de type WT ». Il ne nous a donc pas permis de répondre aux questions
initiales, qui ont motivé sa création, concernant I'implication des perturbations spécifiquement
rétiniennes dans le phénotype sensoriel visuel du syndrome de I'X fragile. Toutefois, il souléve de

nombreuses interrogations.

En premier lieu, au niveau rétinien. Il est surprenant de constater une absence de transcrits du gene
Fmr1 et de protéine FMRP, quel que soit I'dge étudié, d’observer quelques jours aprés la naissance des
perturbations protéiques cohérentes avec celles décrites chez le modéle Fmr1 KO (Perche et al., 2018),
et de constater un rétablissement des taux protéiques quelques jours plus tard, qui se maintiendront a
des niveaux physiologiques une fois arrivé a 'age adulte. Ce rétablissement protéique, sans qu'il n’y ait
de réexpression de FMRP, souléve des questions dont les réponses seront cruciales pour la
compréhension du phénotype rétinien, et visuel, du FXS. Avec notre stratégie, la recombinaison
rétinienne du gene Fmr1 a lieu au 12éme jour embryonnaire. Il existe donc une expression extrémement
précoce de protéines FMRP, antérieure a ce stade embryonnaire. La protéine FMRP étant trés impliquée
dans le développement cellulaire, et en particulier des tissus neuronaux, nous ne pouvons pas exclure

qu’une expression tres précoce de FMRP soit suffisante pour mettre en place des mécanismes de



régulation protéiques et cellulaires qui perdureront méme apres la mise en silence du gene Fmr1,
et qui tendront vers une correction des défauts causés par l'absence de FMRP aux stades
postnataux. Cela implique donc que les premiers stades embryonnaires sont les ages cruciaux de
I'expression de FMRP : les actions menées par FMRP a ces stades de développement trés précoces
sont capitales car elles permettraient a la rétine de présenter des profils protéique et fonctionnel
normaux a I’age adulte.

De plus, il ne faut pas oublier que les deux ages postnataux entre lesquels nous avons constaté un
échappement du phénotype rétinien (P5 et P25) sont séparés par un phénomene tres impactant pour le
systéme visuel : I'ouverture des yeux. Ainsi, nous ne pouvons pas exclure la participation de
mécanismes qui se mettraient en action a I'ouverture des yeux au rétablissement du phénotype

rétinien montré par I'animal Crx-Cre/cOFF aux premiers jours de sa vie.

Ensuite, la diminution de la quantité de FMRP (de I'ordre de 50%) au niveau cérébral était trés
surprenante au vu des choix de lignée que nous avions effectués lors de I’élaboration de la stratégie de
travail. Cette diminution est constatée a tous les dges postnataux étudiés, et résulte d'une diminution de
la transcription du géne Fmrl a I’échelle du cerveau total. Rapidement, cet indice nous a dirigé vers
I'existence de recombinaison du gene Fmrl dans les structures cérébrales, ce qui a été confirmé par
I'étude de la recombinaison induite par le transgene Tg(Crx-Cre). Cependant, nous n’avons détecté
aucune présence de Cre recombinase dans le cerveau total, quel que soit I'age étudié, ce qui indique que
la présence de versions recombinées du gene Fmrl dans les aires cérébrales est la conséquence de
phénomenes antérieurs a la naissance des animaux. Il est connu que la rétine et le cerveau partage une
origine embryonnaire commune (Pei and Rhodin, 1970; Kaneko, 1979), dans le tube neural, ces deux
structures étant issues de la méme vésicule primaire, le prosencéphale. Certaines structures cérébrales,
telles que le thalamus et I’hypothalamus, partagent méme la méme vésicule secondaire que la rétine
(Darribére, 2003). Ce n’est que lors des derniéres étapes de séparation du tube neural que cerveau et
rétines se voient séparés sur le plan anatomique (Darribére, 2003). Nos résultats suggérent que les
cellules des aires concernées par cette recombinaison du géene Fmr1 sont des cellules ayant
partagé la méme histoire embryonnaire que les cellules rétiniennes, et que leur différenciation
et migration sont ultérieures a la recombinaison induite par le Tg(Crx-Cre), c’est-a-dire apres le
12¢éme jour embryonnaire (Chen et al,, 1997; Furukawa et al., 1997; Nishida et al., 2003).

De plus, il est intéressant de noter la variété des populations cellulaires cérébrales qui
semblent affectées par la recombinaison induite par le Tg(Crx-Cre). Cette variété reste toutefois a
confirmer avec des marquages spécifiques des différents types cellulaires. Mais nos résultats, notamment
les marquages immunohistochimiques des coupes de cerveaux des animaux reporteurs Crx-Cre/RCE,
suggerent que les types cellulaires affectés par la recombinaison sont différents d'une structure a l'autre :
tantot les neurones semblent ciblés (dans 'hippocampe et le cervelet), tantot les cellules gliales semblent

affectées (dans le cortex et le colliculus).



C’est pourquoi il est tres difficile de tirer de ce modéle quelle que conclusion que ce soit sur I'impact
de l'absence de la protéine FMRP au niveau cérébral, tant les variations dans la recombinaison sont
grandes d’une structure a l'autre. Le type cellulaire, mais aussi la proportion de cellules recombinées
dans cette population cellulaire, varient d'une structure a I'autre. L’animal Crx-Cre/cOFF ne posséde pas
un cerveau « de type WT », de par la diminution de I'expression de FMRP aI’échelle du cerveau total, mais
ne montre pas non plus un cerveau « de type Fmr1 KO », de par 'absence d’anomalies protéiques (PSD95)
et cellulaires (immaturité neuronale) marqueurs du FXS. Nous pouvons affirmer que ce modéle posséde
un cerveau «a mi-chemin » entre les deux conditions extrémes. Un tel phénotype, avec une
expression de FMRP diminuée de moitié a I'échelle du cerveau est unique. Dans la littérature, un seul
exemple d’étude d’une expression parcellaire de FMRP au niveau cérébral a été menée. En effet, 'équipe
d’Arsenault et collaborateurs a réalisé, via I'injection de vecteur d’expression au niveau cortical, une
expression de FMRP dans le cerveau d’animaux Fmrl KO (Arsenault et al., 2016). Cette technique a
permis de rétablir une expression de FMRP de l'ordre de 55% dans le cortex, 115% dans le cortex
préfrontal, 80% dans I’hippocampe et 35% dans le striatum (pourcentages de I'expression obtenue chez
un animal WT dans ces différentes structures) (Arsenault et al,, 2016). A 'dge adulte, les cortex de ces
animaux ont montré un rétablissement de leurs quantités de PSD95 et de MECP2 (deux protéines
marqueurs du phénotype moléculaire cérébral du FXS de par la dérégulation de leurs niveaux en absence
de protéine FMRP) a des niveaux équivalents a ceux d’animaux WT (Arsenaultetal., 2016). Nos résultats
sont donc cohérents avec ceux de 1'équipe d’Arsenault et collaborateurs : une expression, méme
partielle, de FMRP dans une région cérébrale peut suffire a rétablir le phénotype protéique de
I'animal Fmr1 KO dans cette structure. Cependant, il convient de souligner une différence majeure
entre nos travaux et ceux d’Arsenault: dans cet article, I'expression de FMRP est exclusivement
neuronale, de par la construction utilisée dans le vecteur d’expression (Arsenault 2016). C’est pourquoi
il convient d’étre prudent dans notre comparaison, étant donné que nous n’avons pas démontré de
maniere claire que la recombinaison obtenue avec le Tg(Crx-Cre) cible un type cellulaire dans les
structures que nous avons étudiées. De plus, nous avons étudié les taux de PSD95 a I’échelle du cerveau
entier, et pas structure par structure. A 1image des travaux réalisés par Arsenault et collaborateurs, il
serait intéressant de poursuivre le travail sur la caractérisation cérébrale du modele Crx-Cre/cOFF
structure par structure en quantifiant les niveaux de FMRP et de protéines marqueurs du phénotype
moléculaire du FXS, telles que PSD95 et MECP2 (Arsenault et al., 2016). Je pense notamment au cortex, a
I'’hippocampe, au colliculus et au cervelet, les structures qui ont montré une recombinaison importante
due au Tg(Crx-Cre). De plus, si 'une de ces structures se révéle affectée par la recombinaison de Fmr1
uniquement dans ces cellules gliales, il serait intéressant d’étudier les conséquences sur les taux de
protéines neuronales, et de comparer a ceux obtenus par Arsenault et collaborateurs pour cette méme

structure.

Ainsi, d’aprés nos résultats, lorsque nous ciblons de maniére tres précoce un géne dont I'expression

est décrite comme « rétine-spécifique », nous retrouvons des conséquences dans plusieurs structures




cérébrales. Ceci suggere que de trés nombreuses cellules cérébrales partagent une histoire commune
avec les cellules rétiniennes. Nos résultats confirment donc le lien embryologique tres fort qui
existe entre la rétine et les aires cérébrales (Pei and Rhodin, 1970; Kaneko, 1979; Darribére, 2003).
Il semble que certaines structures cérébrales soient particuliérement liées, embryologiquement, aux
cellules rétiniennes. En particulier, nos résultats suggérent que certaines structures cérébrales sont
composées de cellules issues des mémes tissus embryonnaires que la rétine, et que la séparation et la
migration vers les régions cérébrales de ces cellules s’effectuent apres le 12¢me jour embryonnaire chez
la souris. Nos résultats ont montré ce lien pour des structures visuelles, ce qui est cohérent avec 'idée de
I'établissement d'un réseau visuel a partir d'un méme groupe de cellules, mais également pour des
structures annexes, telles que 'hippocampe et le cervelet. Des investigations plus poussées sur le cerveau
des animaux Crx-Cre/cOFF adultes pourraient compléter ces informations en s’intéressant a d’autres
structures cérébrales, notamment celles impliquées dans le systéme visuel (LGN et régions d’intégration
visuelle secondaires).

D’apres nos résultats, pour créer un modele FXS rétine-spécifique, il faudrait donc réussir une mise
en silence « rétinienne » du gene Fmr1 de maniére tres précoce, dés les tous premiers jours de la vie
embryonnaire. En supposant que nous trouvions une stratégie qui nous permette une telle prouesse,
nous serons confrontés de nouveau a une perte de 'expression du gene Fmr1 dans un grand nombre de
cellules cérébrales, car celles-ci partagent une histoire embryonnaire importante avec les cellules
rétiniennes. Pour s’affranchir de ces recombinaisons cérébrales indésirables, il faudrait alors procéder
dans l'autre sens : induire une mise en silence du gene Fmr1 dans les cellules rétiniennes juste apres la
naissance, une fois le systéme visuel en place et les migrations cellulaires terminées entre la rétine et les
régions cérébrales. Mais nos résultats suggerent que 'expression de FMRP pendant les premiers stades
embryonnaires suffit a induire une absence de phénotype rétinien a I'age adulte, et ce malgré I'absence
de protéine FMRP a I'dge adulte. Il semblerait donc que nous soyons dans une impasse pour créer
un modele « FXS-rétine spécifique » : nos résultats suggerent que I'action précoce de FMRP et les
origines embryonnaires de la rétine et du cerveau trés intimement liées empécheront toujours la création

d’un tel modele.

Toutefois, I'étude comportementale du modéle Crx-Cre/cOFF compléte de maniere intéressante la
caractérisation du modele Crx-Cre/cOFF. Malgré un phénotype moléculaire et cellulaire atypique, ce
modeéle montre des perturbations comportementales significatives face a certaines taches.

En premier lieu, 'animal Crx-Cre/cOFF présente une diminution de ses capacités a percevoir le
contraste dynamique. Ceci est d’autant plus étonnant que la rétine de cet animal ne présente aucune
anomalie électrophysiologique. En revanche, il présente une recombinaison du gene Fmrl KO, certes
mosaique mais bien présente, dans des structures clés du systéme visuel (cortex visuel et colliculus). La
recombinaison du géne Fmrl n’a pas pu étre étudiée dans le LGN pour des raisons de limitations
techniques. Ce résultat suggere ainsi qu'une perte ou une diminution de I’expression de FMRP dans

les structures cérébrales du systéeme visuel est suffisante pour induire une diminution des



capacités visuelles de perception des contrastes et du mouvement. Cela n’exclut pas que des
anomalies rétiniennes altérent elles aussi les performances lors du test de 'optométre, comme cela a été
démontré a de nombreuses reprises dans la littérature (Cowey and Franzini, 1979; Lawrence et al., 2000;
Lund et al., 2001; Thaung et al,, 2002; Thomas et al., 2004; Schmucker et al., 2005; Akimov and Renteria,
2012). De plus, lorsque nous comparons la diminution des performances de la souris Fmr1 KO (de l'ordre
de 40%) (Felgerolle et al.,, 2019) a celle obtenue ici avec le modéle Crx-Cre/cOFF (de 'ordre de 30%) par
rapport a leur propre WT littermate, nous permet d’émettre 'hypothése que, en absence de protéine
FMRP, le phénotype rétinien vient aggraver la perte de sensibilité aux contrastes et aux mouvements due
aux anomalies des aires visuelles cérébrales. Bien entendu, cela n’induit pas une relation purement
cumulative des phénotypes rétiniens et cérébraux, mais la différence de pénétrance phénotypique
constatée ici entre les deux modéles, avec un unique test, tend a confirmer que les aires visuelles
cérébrales (colliculus et cortex visuel) ne sont pas les seules structures du systéme visuel
impliquées dans la perception des contrastes et des mouvements.

Ensuite, le modeéle Crx-Cre/cOFF semble souffrir de troubles de la mémoire, comme suggéré par les
résultats obtenus avec I'emploi du test du labyrinthe en Y. Par rapport a tous les autres groupes controles,
les animaux Crx-Cre/cOFF montrent une nette diminution de leur préférence pour la région inconnue du
test, ce qui indique qu'ils n’ont pas distingué cette derniére des régions familieres. Cette anomalie de la
mémoire spatiale peut étre associée a la diminution de lI'expression de FMRP dans les régions
hippocampiques. En effet, un lien a été démontré entre les performances d'un animal lors du test du
labyrinthe en Y et I'intégrité de son hippocampe (Wetzel et al., 1980; Paul et al,, 2009; Carrillo-Mora et
al,, 2010). Face a une perte de I'expression de FMRP, il y a fort a parier que les régions hippocampiques
du modeéle Crx-Cre/cOFF présentent des dérégulations de protéines synaptiques associées a des
anomalies cellulaires d'immaturité synaptique, similaires a celles démontrées chezla souris Fmr1 KO (Xu
etal,, 2012; Aloisi et al,, 2017; Jawaid et al., 2018). Le phénotype comportemental de troubles de la
mémoire est donc cohérent avec les résultats obtenus lors de la caractérisation cérébrale du
modéle Crx-Cre/cOFF. Sur cet aspect, le modéle Crx-Cre/cOFF montre donc un phénotype « de
type Fmr1 KO ».

Enfin, le modele Crx-Cre/cOFF n’a pas montré de caractere hyper- ou hypo-anxieux lors du test de la
croix surélevée, ni d’hyperactivité lors des tests d’exploration (croix surélevée et labyrinthe en Y).
L’hypo-anxiété et I'augmentation de l'activité locomotrice sont pourtant deux traits phénotypiques
comportementaux forts du modéle Fmr1 KO (Goebel-Goody et al.,, 2012; Hébert etal,, 2014). Nos résultats
suggerent donc que les structures causant ces phénotypes lorsqu’elles sont privées de FMRP ne sont pas
affectées par la recombinaison du géne Fmrl chez le modéle Crx-Cre/cOFF. Ainsi, le modele Crx-
Cre/cOFF n’est pas « de type Fmr1 KO » dans tous ses aspects comportementaux. Ceci peut étre
relié au caractére mosaique de la recombinaison du géne Fmr1, affectant préférentiellement certaines
structures et certaines populations cellulaires au sein de ces structures. Toutefois, nous pouvons

souligner que, parmi les comportements étudiés ici, les perturbations observées sont cohérentes



avec les structures que nous avons identifiées comme porteuses du gene Fmr1 recombiné, et qui

par conséquent souffrent d’'une diminution de leur contenu en protéine FMRP.

En résumé, le modéle Crx-Cre/cOFF ne nous permet pas de répondre aux questions qui ont
motivé sa création, concernant la part de I'implication du phénotype rétinien dans le phénotype
sensoriel visuel, et global du syndrome de I'X fragile. Ce travail a néanmoins soulevé des
interrogations concernant les connaissances biologiques liées a '’embryologie du systéeme visuel,
et du systéme nerveux en général. Enfin, il semble capital de souligner que, contrairement a ce
que la littérature suggeére, le Tg(Crx-Cre) n’induit pas une recombinaison localisée aux structures
rétiniennes. Certes, nous avons confirmé que I’ensemble des couches rétiniennes est affecté par
la recombinaison induite par ce transgene (Prasov and Glaser, 2012), mais nous avons également
montré que d’autres structures sont affectées par la recombinaison génétique. Ainsi, il convient
d’étre vigilant lors de l'utilisation de cette lignée transgénique. Elle est utile si I'étude menée
concerne des effets rétiniens, localisés dans la rétine, mais elle ne peut pas étre utilisée pour une
étude visant a investiguer des conséquences de perturbations rétiniennes sur un phénotype plus
large. A plus forte raison, cette lignée ne peut en aucun cas étre utilisée afin d’étudier les
conséquences comportementales d’anomalies rétiniennes, puisque les aires cérébrales seront

elles aussi affectées par la recombinaison génétique.



Chapitre 3

Discussion




Le syndrome de I'X fragile est la premiére cause de déficience mentale héréditaire monogénique liée
au chromosome X. L’origine moléculaire de cette pathologie se trouve dans la mise en silence du géne
FMR1, engendrant une absence d’expression de la protéine FMRP. L’absence de cette protéine induit de
nombreuses perturbations moléculaires et cellulaires, notamment au niveau synaptique, et trouve la
majeure partie de ses conséquences au niveau cérébral. La déficience mentale est le symptéme central
de cette pathologie, autour duquel vient se construire un phénotype unique, comprenant tout un
ensemble de troubles syndromiques. Outre la déficience mentale, les patients montrent également des
troubles de type autistique, qui se caractérisent par des anomalies de la sphére sociale, un regard fuyant,
des troubles de la communication, des stéréotypies ou encore un refus du contact tactile (Hagerman et
al,, 1991; Kaufmann et al., 2004; Schneider et al., 2009). Ce comportement « autistique » est le deuxiéme
signe clinique le plus connu, la majorité des patients présentant au moins un critére de trouble du spectre
autistique (Brock and Hatton, 2010). De plus, les patients montrent des perturbations de la sphére
sensorielle (Miller et al., 1999).

En effet, de nombreux indices comportementaux
mettent en évidence l'existence de troubles sensoriels, de divers ordres et de diverses intensités, chez
ces patients. Le refus du contact tactile, par exemple, est tres marqué chez les patients dés leur enfance,
80% d’entre eux ayant une trés forte aversion pour tout contact tactile (Hagerman et al,, 1991). De méme,
les patients ont un regard fuyant, refusant tout contact visuel avec un interlocuteur et ne fixant pas un
visage de maniére prolongée (Cohenetal.,, 1989, 1991). En plus de refléter une anxiété sociale prononcée,
ces phénotypes peuvent étre l'illustration de perturbations purement sensorielles de la perception et de
I'intégration des stimuli environnants.

C’est pourquoi il est assez surprenant de constater que I’étude de ces altérations est encore récente,
et demeure parcellaire. En particulier, seules quelques études ont démontré I'existence de troubles
visuels chez les patients atteints du FXS, caractérisés par des anomalies de compréhension des
contrastes, textures et mouvements (Kogan et al., 2004a; Farzin et al.,, 2008). Les praticiens ont souvent
associé ces troubles a un défaut d’attention des patients, mais aussi aux anomalies cellulaires décrites
précédemment dans le cortex visuel et le LGN des patients (Greenough et al.,, 2001; Irwin et al., 2001;
Kogan et al., 2004b). Toutefois, la composante cérébrale du systeme visuel ne saurait fonctionner sans
I'apport de la composante « périphérique », jouant un réle central dans la perception lumineuse : la
rétine. C’'est dans ce contexte que le laboratoire avait démontré que la rétine exprime elle aussi la
protéine FMRP en conditions physiologiques, et, par conséquent, connait des altérations en cas d’absence
de la protéine FMRP (Rossignol et al., 2014). L’étude des rétines de la souris Fmrl KO, modéle murin
validé du syndrome de I'X fragile, a démontré des altérations moléculaires et cellulaires, induisant des
anomalies significatives de la fonctionnalité rétinienne chez les animaux a 'dge adulte (Rossignol et al,,
2014). A n’en pas douter, ces anomalies rétiniennes participent au phénotype sensoriel visuel du
syndrome de I'X fragile. C’est pourquoi le travail de cette these vise a approfondir les connaissances a la
fois du phénotype rétinien causé par I'absence de la protéine FMRP, mais également du phénotype visuel

du syndrome de I'X fragile d’'un point de vue comportemental, afin d’en faire une description plus précise.



Les anomalies neurodéveloppementales de la rétine, origine des
perturbations de I'ensemble de I'axe visuel ?

A T'age adulte, la souris Fmrl KO présente un phénotype rétinien caractérisé par des anomalies
protéiques et cellulaires significatives, associées a une perturbation de plusieurs paramétres
électrophysiologiques (Rossignol et al., 2014). La preuve était la que la rétine est, au méme titre que les
aires cérébrales du systéme visuel, perturbée par 'absence de la protéine FMRP. Au cours de ce travail
de these, nous avons apporté une information cruciale pour la compréhension du phénotype visuel du
FXS : le phénotype rétinien est en place des la naissance de 'individu, et demeure stable jusqu’a I'age
adulte (Perche et al., 2018). En effet, nous avons montré que les anomalies protéiques rétiniennes sont
présentes dés la naissance, avec le méme profil qu’'a '’dge adulte, et se maintiennent ainsi a tous les ages
étudiés (Perche etal., 2018). La précocité des anomalies moléculaires, affectant notamment des protéines
clés du fonctionnement rétinien (Rhodopsine et PSD95), appuie fortement I'hypothése que I'ensemble
des altérations cellulaires et électrophysiologiques rétiniennes décrites a 'dge adulte est en place a la
naissance, ce qui n’a pas pu étre montré a tous les ages pour cause de limitations techniques (I'ERG ne
peut étre réalisé qu’a partir de 1 mois). Nos résultats suggérent donc que les perturbations de la
fonctionnalité rétinienne observées a I'dge adulte existent dés la naissance. Ainsi, des I'ouverture des
yeux, le systéeme visuel connait un défaut de perception de I'information visuelle. L’expérience
visuelle vécue par l'individu est altérée dés les premiéres secondes ou celui-ci « voit », dés le
processus de genese du signal visuel au niveau rétinien. Ainsi, dans ces conditions, la rétine n’aura
de cesse d’émettre des informations visuelles dont la qualité est altérée, ce qui impacte nécessairement
les expériences visuelles « instantanément », al'instant ou elles sont vécues, mais également les capacités
visuelles de I'individu sur le long terme.

En effet, il a été démontré que les premiéres informations visuelles générées par les tout premiers
signaux lumineux perc¢us lors de 'ouverture des yeux jouent un réle dans la maturation des aires visuelles
cérébrales. Concrétement, I'ouverture des yeux induit une réorganisation protéique au niveau des
synapses des neurones du cortex visuel et du colliculus supérieur (Yoshii et al.,, 2003). En particulier, la
protéine PSD95 des neurones de ces structures est rapidement redistribuée de maniere a augmenter la
quantité de cette protéine dans leurs zones synaptiques (Yoshii et al., 2003), ceci permettant 'activation
de complexes protéiques associés a PSD95 induisant la maturation des épines dendritiques (Yoshii et al.,
2003). Ainsi, dans les neurones du colliculus, PSD95 présent au niveau synaptique se lie aux récepteurs
NMDA afin de les activer, ce qui 1éve la mise en silence des synapses dites « silencieuses » (Lu and
Constantine-Paton, 2004; Zhao et al., 2013). Ainsi, les courants passant par les récepteurs AMPA se voient
augmenter, et les mécanismes de LTP commencent a étre observés seulement aprées I'ouverture des yeux
(Lu and Constantine-Paton, 2004). La migration de PSD95 au niveau synaptique est donc un mécanisme
indispensable a la réalisation de la LTP du colliculus en développement (Zhao et al, 2013). Par
conséquent, un renforcement et un affinement des circuits neuronaux des structures visuelles centrales

se mettent en place apres l'ouverture des yeux, afin de tendre vers un fonctionnement optimal du



systéme visuel (Lu and Constantine-Paton, 2004). L'ouverture des yeux est donc un événement
crucial de la maturation des aires visuelles cérébrales, et la qualité des signaux lumineux regus
par ces structures est un élément déterminant dans la réalisation des mécanismes sous-jacents.
Ainsi, une qualité moindre du signal visuel émis par la rétine dés 'ouverture des yeux, a destination des
aires cérébrales du systéeme visuel, impacte la maturation optimale de ces aires. C’est pourquoi nos
résultats, démontrant des altérations rétiniennes dés la naissance de la souris Fmr1 KO, représentent une
donnée capitale dans la compréhension des perturbations visuelles en absence de la protéine FMRP :
certes, les aires visuelles présentent des anomalies moléculaires « directement » dues a I'absence de
FMRP (perturbation des mécanismes de traduction, des interactions protéines-protéines, ...), mais il est
probable qu’a ces altérations directes viennent s’ajouter des perturbations plus indirectes, dues a
I'absence de FMRP au niveau rétinien, avant méme l'ouverture des yeux. L’absence de FMRP au niveau
rétinien renforcerait alors les perturbations cérébrales des aires visuelles, en impactant les
meécanismes de maturation de ces aires. Par conséquent, le phénotype cérébral observé a I'dge adulte

est probablement d{i, en partie, aux anomalies « périphériques » précoces causées parl’absence de FMRP.

Phénotypes rétinien et cérébral : quelles conséquences, et qui fait quoi ?

En absence de protéine FMRP, des anomalies rétiniennes s’ajoutent aux anomalies des aires visuelles
cérébrales, et composent un systeme visuel perturbé dans l‘intégralité de ses structures (Irwin et al.,
2000; Kogan et al., 2004b; Rossignol et al., 2014; Kay et al., 2018; Perche et al., 2018). Des lors, il ne fut
pas surprenant de constater des troubles des capacités visuelles des souris Fmr1 KO qui s’illustrent sur

le plan comportemental (Felgerolle et al., 2019).

Altération de la perception de la perspective

Ainsi, la capacité a percevoir et appréhender la profondeur s’est révélée étre perturbée chez
la souris Fmrl KO. Sans étre totalement incapable de discerner le vide, ces souris ont montré une
incompréhension de I'environnement « dangereux » dans lequel elles se trouvaient : la perception du
vide sous leurs pattes semblait sous-optimale par rapport a celle des animaux contrdles. Ce résultat nous
indique que l'absence de la protéine FMRP perturbe le fonctionnement de la voie rétino-géniculo-
corticale. En effet, 1a vision de la perspective repose sur une parfaite intégrité des composants de cet axe
visuel, allant de la perception par la rétine jusqu’a I'intégration au niveau cortical (Fox, 1965; Mazziotti
etal, 2017). 11 a été clairement démontré que modifier cette voie en ciblant la rétine ou le cortex visuel
modifie la perception de la profondeur et de la perspective (Mazziotti et al., 2017; Tzameret et al., 2019).
Ainsi, les perturbations fonctionnelles corticales (Irwin et al., 2002; Galvez and Greenough, 2005) comme
rétiniennes (Rossignol et al.,, 2014; Perche et al., 2018) connues par la souris Fmr1 KO participent a une
diminution de la perception de la perspective. Sans pouvoir distinguer précisément la participation du

phénotype rétinien de celle du phénotype cérébral, nous pouvons associer ce phénotype



comportemental a une déstabilisation moléculaire de '’ensemble de I'axe rétino-géniculo-cortical. A titre
d’exemple, la souris Rbfox1 KO, modele animal présentant une anomalie de ses complexes protéiques
SNARE, montre des anomalies de ses circuits neuronaux visuels et un défaut de perception de la
profondeur (Gu et al., 2018). Ainsi, nous pouvons émettre I'’hypothese que la diminution de la perception
de la perspective observée chez la souris Fmrl KO est la conséquence de défauts dans I'expression de
protéines telles que PSD95, mGIuR5 ou le complexe SNARE, décrits chez ce modéle murin (Zhu et al,,
2011; Westmark, 2013; Tang et al.,, 2015; Aloisi et al., 2017). Ces dérégulations protéiques perturbent la
transmission synaptique des neurones de l'axe visuel, ce qui impacte l'efficacité de la voie rétino-
géniculo-corticale (Davidovic et al., 2011; Doll et al,, 2017). En soumettant le modele Crx-Cre/cOFF au
test du visual cliff, nous aurions pu étudier la participation de la composante rétinienne au phénotype de
diminution de perception de la profondeur, car ce modéle ne présente pas d’anomalie de 'ERG mais une
diminution cérébrale de I'expression du géne Fmrl. Malheureusement, les limitations temporelles et
techniques de la thése n’ont pas permis de réaliser cet ensemble de tests. Quoi qu'il en soit, I'absence de
protéine FMRP induit une diminution des capacités visuelles permettant la perception des
perspectives et de la profondeur.

La vision de la perspective est une composante cruciale pour la visualisation en trois dimensions,
compétence visuelle clé pour la gestion de I'espace environnant, en permettant I’appréhension des
distances et des reliefs. Ainsi, la perception altérée de la profondeur chez les souris Fmr1 KO influence
tres probablement la vision de leur environnement, et donc leur comportement en réaction a cet
environnement. Ceci nous amene a nous interroger sur le comportement décrit comme « hypo-anxieux »
chez cette lignée murine : dans des situations anxiogénes pour une souris sauvage, la souris Fmrl KO
semble ne pas comprendre le danger. Ce comportement est le plus souvent investigué en utilisant le test
de la croix surélevée, mettant la souris face a une situation de stress imminent que sont les bras ouverts,
exposés a une lumiére directe mais surtout entourés par « du vide ». Par rapport aux animaux contrdles,
les souris Fmrl KO passent non seulement plus de temps dans les bras ouverts, mais par-dessus tout
s’aventurent aux extrémités de ces bras ouverts, la ou le danger est maximal car entourés par le vide
(Heulens et al,, 2012; Chen et al., 2013; Hébert et al., 2014). Ce comportement a été interprété comme
une diminution du caractere anxieux chez la souris Fmrl KO. Cependant, a la lumiére de nos récents
résultats, montrant la diminution de la capacité a percevoir le vide de cette souris, il est fortement
probable que ce comportement « hypo-anxieux » soit le reflet d'un défaut de perception de la
profondeur : la souris Fmr1 KO n’est certainement pas en mesure de percevoir convenablement a tout
instant le vide environnant. Cela participerait au caractere hypo-anxieux de cette lignée murine, qui n’est
sans doute pas en capacité de voir un danger environnant, et qui la rend, de ce fait, « inconsciente » face
a une situation anxiogéne pour une souris sauvage. Certes, il n’est pas exclu que pour des raisons
physiologiques et fonctionnelles la souris Fmr1 KO soit moins anxieuse. Mais nos résultats démontrent
que la perception de I'espace est altérée chez cette souris, et cela influence certainement la maniere dont

la souris agit face a une situation considérée comme anxiogene. Il convient donc d’étre prudent quant



aux conclusions basées sur des tests impliquant la vision d'un stimulus anxiogene, et de prendre
en compte les difficultés visuelles éprouvées par la souris Fmr1 KO.

La vision de la perspective est également nécessaire, a plus petite échelle, pour la vision des formes
des objets faisant partie de I'environnement. En effet, en modifiant le test comportemental de la
reconnaissance de nouvel objet, nous avons montré que la forme d’un objet est une caractéristique
suffisante pour que la souris distingue deux objets, et reconnaisse un objet connu (Felgerolle 2019). Une
vision optimale en trois dimensions est donc un parameétre crucial pour la reconnaissance et, par
extension, la mémorisation des objets composants un environnement. Ainsi, il est probable que la souris
Fmrl KO éprouve des difficultés a visualiser efficacement les objets lors de ce test, ce qui impact
nécessairement leur mémorisation. Par conséquent, nous pouvons affirmer que les performances de ces
souris lors du test de reconnaissance de nouvel objet sont influencées par les difficultés visuelles de ces
souris. Nous pouvons alors remettre en question la force du phénotype cognitif décrit chez la
souris Fmr1 KO grace a l'utilisation de tests comportementaux mettant en ceuvre I'exploration
d’objets, comme le test de reconnaissance d’objet. La diminution de la perception de la perspective
chez ce modele altére la vision et donc la mémorisation des objets rencontrés, ce qui impacte
nécessairement ses performances de reconnaissance d’objet, et donc ses performances au test. Ainsi, lors
de l'utilisation de telles tiches comportementales, impliquant la vision, il convient d’étre vigilant dans le
choix des objets sélectionnés, qui doivent présenter des structures tri-dimensionnelles suffisamment
discernables par les souris pour ne pas biaiser les résultats et conclusions de ces tests.

Quoi qu'il en soit, I'absence de protéine FMRP diminue la capacité de perception de la profondeur. A
ce jour, il n’existe aucune donnée publiée concernant I’étude de la compréhension des perspectives chez
les patients atteints du FXS. Bien que les systémes visuels murins et humains présentent quelques
différences, nos travaux indiquent que les patients pourraient connaitre eux aussi des difficultés
de vision de la profondeur, de la perspective, et des distances. Il serait intéressant d’examiner ces
compétences visuelles chez les patients afin de compléter la description sensorielle visuelle du syndrome

de I'X fragile.

Défaut de perception du contraste et du mouvement

La perception du contraste et du mouvement est également altérée chez la souris Fmr1 KO.
Cette derniére n’est pas totalement insensible aux stimuli contrastés en mouvement, mais présente une
tres nette diminution de sa réponse comportementale par rapport aux animaux controles (de l'ordre de
40%) (Felgerolle et al., 2019). Ce phénoméne n’est pas dii a un désintérét de la souris pour le test, qui
pourrait s’installer au cours de la réalisation de la tache, ni a une perte de qualité du comportement
lorsque celui-ci est réalisé (Felgerolle et al., 2019). Nos résultats démontrent clairement que les souris
Fmr1 KO ont des difficultés dans la détection, dans la perception méme des stimuli leur faisant face. Les
souris Fmr1 KO connaissent donc bien une diminution de leur capacité a percevoir le contraste

dynamique. L’origine exacte d'une anomalie de réponse au test de 'optometre n’est pas identifiée, et



peut étre de différente nature. La littérature a surtout mis en évidence le role de l'intégrité de la rétine
dans les performances au test de 'optometre. En effet, des modeéles animaux de pathologies rétiniennes
présentent une altération dans leur réponse au test par rapport aux animaux contrdles (Lawrence et al,,
2000; Thaung et al,, 2002; Schmucker et al.,, 2005). La réponse de chaque ceil d'un méme animal peut étre
différente selon I'état de sa rétine, physiologique ou dégradée, démontrant I'importance de I'intégrité de
la composante perceptive du systeme visuel, indépendamment de celui de la composante cérébrale, dans
la perception des contrastes dynamiques (Thomas et al., 2004). A titre d’exemple, la souris Ins2Akita/+,
un modele murin de diabete avec des anomalies morphologiques de ses cellules ganglionnaires,
caractérisées par des épines dendritiques gonflées et des dendrites a I'aspect gréle, montre une réponse
perturbée au test de 'optometre qui peut étre attribuée a ces défauts cellulaires rétiniens (Akimov and
Renteria, 2012). La souris Fmrl KO montrant un phénotype cellulaire rétinien similaire a celui de ce
modele diabétique, et des perturbations de parametres de 'ERG liés a la sensibilité au contraste
(Rossignol et al., 2014; Perche et al., 2018), nous pouvons affirmer que les anomalies rétiniennes des
souris Fmr1 KO participent aux défauts de perception des contrastes dynamiques. Cependant, au niveau
cérébral, le colliculus supérieur est une structure sous-corticale fortement impliquée dans la perception
du mouvement, et dans les mouvements des yeux et de la téte (Wurtz and Albano, 1980), suggérant que
cette aire cérébrale participe a la réponse optocinétique. La souris Fmrl KO présentant des anomalies
cellulaires et fonctionnelles dans son colliculus supérieur (Kay et al., 2018), en plus de celles dans son
cortex visuel (Irwin et al., 2002), il est fort probable que ces anomalies cérébrales participent aux
perturbations de sa réponse optocinétique. Ainsi, chez ce modéle, la composante rétinienne comme la
composante sous-corticale sont trés certainement impliquées, de maniéere synergique, dans le
défaut de perception du contraste et du mouvement.

Cependant, I'étude comportementale du modele Crx-Cre/cOFF a mis en évidence une anomalie de la
perception des contrastes et mouvements chez ce modele animal. Ce résultat était pour le moins
surprenant, devant l'absence de phénotype fonctionnel rétinien a I'dge adulte. Avec une
électrophysiologie rétinienne normale mais des aires visuelles cérébrales (colliculus supérieur et cortex
visuel) clairement affectées par la recombinaison du gene Fmrl, cet animal présente une réponse
diminuée de I'ordre de 30% dans nos conditions expérimentales. Par conséquent, il nous renseigne sur
I'implication de ces composantes cérébrales du systéme visuel dans les performances réalisées avec le
test de l'optométre. Ce modéle suggere pour la premiere fois que la diminution spécifique de
I'expression du gene Fmrl dans les aires visuelles cérébrales (colliculus supérieur et cortex
visuel) est suffisante pour induire une perte de la perception et de la compréhension des
contrastes et des mouvements. D’'une maniére générale, il nous éclaire quant a I'importance de
I'intégrité des aires visuelles cérébrales dans la compréhension des contrastes et des mouvements : tout
comme la rétine, les aires visuelles, corticales ou non, sont impliquées dans la perception des
stimuli contrastés et en mouvement, et leurs éventuelles anomalies suffisent a impacter la

réponse comportementale face a ces stimuli.




Pour aller plus loin, la diminution de la réponse a ce test est 1égérement plus faible avec le modéle
Crx-Cre/cOFF (sans anomalie fonctionnelle rétinienne) que chez le modéle Fmr1 KO (présentant une
perturbation sensible de I'électrophysiologie rétinienne). Certes, le fond génétique de ces deux modeles
n’est pas le méme, ce qui induit une différence phénotypique comportementale entre les deux lignées
murines. Mais les animaux ont été comparés a leurs propres WT littermate, et les résultats exprimés par
rapport a leurs WT respectifs, ce qui atténue l'effet souche sur la comparaison que nous faisons ici. Cette
comparaison nous permet d’émettre I’hypothése que, en absence de protéine FMRP, le phénotype
rétinien vient aggraver la perte de sensibilité aux contrastes et aux mouvements due aux anomalies des
aires visuelles cérébrales. Bien entendu, cela n’'induit pas une relation purement cumulative des
phénotypes rétiniens et cérébraux. De plus, pour des raisons techniques, les aires visuelles du noyau
géniculé latéral n'ont pas été étudiées chez le modele Crx-Cre/cOFF. Toutefois, la différence de
pénétrance phénotypique constatée ici entre les deux modeles, avec un unique test, tend a
confirmer que les aires visuelles cérébrales (colliculus et cortex visuel) ne sont pas les seules
structures du systéme visuel impliquées dans la perception des contrastes et des mouvements.

Par ailleurs, les résultats obtenus chez la souris Fmr1 KO sont cohérents avec les quelques études du
phénotype visuel effectuées chez I'homme (Kogan et al,, 20044a; Farzin et al,, 2008, 2011). L’ensemble de
ces résultats confirment que I'absence de protéine FMRP conduit a une diminution de la capacité de
perception des contrastes et des mouvements. Cette belle cohérence étre nos résultats murins et les
résultats humains étaye un peu plus la validité du modele Fmr1 KO pour I’étude du FXS et de ses multiples
facettes, et renforcent les hypothéses de transposition au patient FXS des phénotypes observés chez ce

modele animal.

Diminution de la sensibilité aux constates

Enfin, nous avons mis en évidence une diminution de la capacité a discriminer les contrastes
chez les souris Fmrl KO, en jouant sur les niveaux de contrastes des stimuli utilisés dans le test de
I'optométre. Concrétement, ces souris sont moins sensibles a une augmentation du contraste du stimulus
qui leur est opposé : elles ont besoin d'une plus grande différence de contraste que les souris contréles
pour augmenter leur niveau de réponse et sortir de leur réponse basale. En ce sens, nous pouvons parler
de seuil de sensibilité au contraste plus haut chez les souris Fmr1 KO. Cette observation nous
conduit a penser que les mécanismes visuels qui permettent la discrimination de deux luminances sont
altérés en absence de la protéine FMRP.

Bien qu'’il soit impossible d’attribuer le caractere rétinien et/ou cérébral de cette anomalie, nous
pouvons établir un paralléle intéressant avec un résultat obtenu lors de 1‘étude du phénotype rétinien du
FXS. En effet, I'étude électrophysiologique de la rétine de la souris Fmrl KO a montré une courbe de
sensibilité de 'onde b avec un profil « décalé » sur 'axe des luminances par rapport a celle des animaux
WT (Rossignol et al., 2014). Ceci signifie que la luminance du flash minimale nécessaire pour initier une

réponse rétinienne est plus élevée chez la souris Fmrl KO que chez la souris sauvage. Autrement dit, la



rétine de la souris Fmrl KO demande une plus grande différence entre la luminance du flash et celle du
fond lumineux pour induire la transmission d’'une information au sein de ses couches internes. En ce sens,
la rétine Fmr1 KO posséde un seuil de discrimination du contraste plus élevé. A n’en pas douter, ce
phénotype rétinien participe a la diminution de la sensibilité aux contrastes montrée parla souris
Fmr1 KO. De plus, chez la souris, deux voies visuelles majoritaires divergent dés les premieres synapses
rétiniennes, et ne se rejoignent qu'une fois arrivées dans le cortex visuel primaire : la voie ON et la voie
OFF (Murakami et al,, 1975; Slaughter and Miller, 1981; Schiller, 1982; Nakajima et al., 1993). La voie ON
est connue pour étre meilleure que la voie OFF pour transmettre les faibles contrastes (Zaghloul et al.,
2003; Liang and Freed, 2010), et lorsque le contraste augmente, I'inhibition qu’elle exerce sur la voie OFF
se réduit, ce qui augmente la réponse des aires visuelles pour des contrastes plus élevés (Manookin et al.,
2008; Liang and Freed, 2010). Ces mécanismes rétiniens s’illustrent tres bien chez la souris nob, dont les
voies rétiniennes ganglionnaires ON sont mises en silence grace a 'absence d’expression des récepteurs
GRM6 (Sarnaik et al., 2014). De maniere intéressante, des enregistrements électrophysiologiques ont
montré que le cortex primaire de ces souris voient sa sensibilité au contraste diminuée (Sarnaik et al.,
2014), en association avec une augmentation du seuil de sensibilité au contraste observée chez ces souris
lors d’'une étude comportementale de leur réflexe optomoteur (Pinto et al., 2007). Nous pouvons dresser
un paralléle intéressant avec les résultats obtenus dans notre étude, et émettre I'’hypothese que les
voies rétiniennes ON de la souris Fmr1 KO sont perturbées en absence de la protéine FMRP. Ceci
est cohérent avec les anomalies cellulaires constatées dans la rétine des souris Fmr1 KO (Rossignol etal,,
2014; Perche et al, 2018), et suggere que les cellules ganglionnaires ON de ce modeéle voient leur
fonctionnalité affectée par I'absence de protéine FMRP. Cette anomalie de la voie rétinienne ON aurait
un impact jusque dans les aires corticales visuelles, en diminuant leur sensibilité au contraste.
Cela n’exclut pas I'existence potentielle de perturbations des voies OFF chez les souris Fmr1 KO, mais a
ce jour les anomalies de ces voies n’ont été que trés peu étudiées, et le peu de littérature disponible ne
nous permet pas d’étayer pareille hypotheése. Quoi qu’il en soit, le phénotype rétinien semble crucial
dans l'altération de la sensibilité aux contrastes de la souris Fmr1 KO. Pour pouvoir tester une
éventuelle implication des anomalies cérébrales a ce phénotype, il aurait été intéressant de tester les
animaux Crx-Cre/cOFF, présentant des altérations des aires visuelles cérébrales mais sans perturbation
de I'ERG, avec les stimuli diversement contrastés. Malheureusement, des limitations techniques et
temporelles n’ont pas permis de réaliser cet ensemble de test dans le temps imparti a la these.

Cela dit, nous n’avons obtenu ce résultat que lorsque les gris utilisés étaient sombres (proches du
noir) et non lorsqu’ils étaient clairs (proches du blanc). Tout d’abord, a notre grande surprise, les
performances des souris WT ne diminuent pas avec 'affaiblissement du contraste des stimuli lorsque
ceux-ci sont composés de couleurs claires (blanc et gris tres clair) (Felgerolle et al,, 2019). Ce résultat
suggeére que les voies de signalisations visuelles mises en jeux face a des couleurs claires et face a des
couleurs sombres ne sont pas les mémes, en conditions physiologiques. Toutefois, a ce jour, ce
comportement étonnant reste encore a étre élucidé. En paralléle, 1a souris Fmr1 KO ne montre, elle aussi,

aucune diminution de ces performances dans la discrimination des contrastes clairs, bien que ses



performances aient tendance a rester légerement plus faibles que celles des souris sauvages (Felgerolle
etal, 2019). Quoi qu'il en soit, ces résultats nous renseignent plus finement sur I'anomalie de vision des
contrastes : 'absence de protéine FMRP dans le systeme visuel induit une diminution globale de
la sensibilité au contraste.

La discrimination des contrastes est une caractéristique visuelle nécessaire a la distinction des
éléments qui composent I'environnement. En effet, nous avons montré grace a un test de reconnaissance
de nouvel objet légérement modifié que la couleur, ici la nuance de gris (noir ou blanc), est une
caractéristique utilisée par la souris sauvage pour reconnaitre un objet (Felgerolle et al., 2019). La
discrimination optimale des contrastes est donc un parameétre crucial pour la compréhension de
I'environnement, la distinction d’objets et leur mémorisation (Hoy et al,, 2016; Felgerolle et al.,, 2019).
Nous pouvons dés lors émettre I’hypothése que le phénotype cognitif décrit chez la souris Fmri1
KO est impacté par la diminution de leur capacité de discrimination des contrastes, altérant la
perception d’objets et de I'’environnement, en plus d’étre le reflet des perturbations neuronales
affectant les aires de la cognition. A titre d’illustration, certaines tiches comportementales visant a
évaluer les parameétres cognitifs chez la souris nécessitent la mémorisation d’éléments visuels, tels que
des objets ou des indices placés dans la piece expérimentale (piscine de Morris, labyrinthe en Y,
reconnaissance de nouveaux objets, ...). Lors de telles taches, les souris Fmrl KO ont montré des
performances diminuées, attribuées alors a des déficits cognitifs en lien avec le phénotype cellulaire
cérébral (Consorthium et al., 1994; Bilousova et al., 2009; Bhattacharya et al., 2012; King and Jope, 2013;
Hébert et al,, 2014; Costa et al,, 2018). Toutefois, la souris Fmr1 KO présentant une diminution de ses
capacités visuelles, et notamment de sa capacité a discriminer des contrastes, il est envisageable que
cette souris ne soient pas en capacité de distinguer de maniére optimale les indices visuels utilisés. Ainsi,
il est fort probable que les performances des souris Fmr1 KO lors de tels tests soient altérées par
leur phénotype visuel. Ceci conduit a réinterpréter les résultats obtenus avec des tests impliquant les
capacités visuelles chez les animaux Fmr1 KO, et plus largement d’autres modéles animaux de pathologie
de la sphere neuropsychiatrique. Ainsi, il convient de s’assurer que les animaux testés sont en capacité
de distinguer les indices visuels utilisés, en vérifiant que la pathologie en question n’affecte pas le systéme
visuel et que les indices sont suffisamment contrastés pour étre discernables, sans quoi les conclusions
du test peuvent étre biaisées par le phénotype visuel des animaux. Le contraste des indices visuels est,
dés lors, un parametre a prendre en compte lors de la mise en place d’'un test comportemental.

A ce jour, aucune donnée n’est disponible concernant une étude des capacités de discrimination des
contrastes chez les patients atteints du FXS. En se basant sur nos résultats, il serait intéressant
d’'investiguer ce parametre visuel chez les patients. L’existence d’'une anomalie de discrimination des
contrastes chez les patients FXS est d’autant plus plausible que ceux-ci montrent des anomalies
structurales de leur noyau géniculé latéral, et des anomalies cellulaires concernant les neurones
magnocellulaires (Kogan et al., 2004b), et il est généralement admis que le systeme magnocellulaire
humain est impliqué dans la détection et la discrimination des stimuli achromatiques a faible contraste

(Alexander et al, 2001). Une discrimination altérée des contrastes pourrait influencer plusieurs



comportements et expliquer certaines incapacités. Nous pourrions imaginer un test trés basique, ne
nécessitant pas de réflexion et d’analyse, uniquement basé sur la vision de formes simples connues du
patient, dessinées de maniére plus ou moins contrastée. En se basant sur nos résultats obtenus chez
la souris Fmr1 KO, les patients atteints du FXS connaissent probablement une diminution de leur
capacité de discrimination des contrastes, qu’il serait intéressant d’étudier a I'avenir. Cette
caractéristique pourrait devenir un nouveau marqueur phénotypique simple a évaluer, avec des tests

non contraignants et non invasifs.

Dernier trait visuel : quid de la vision des couleurs ?

Pour étre tout a fait complet quant a I'investigation des traits visuels, nous aurions dii compléter
notre travail par une étude de la vision des couleurs en absence de la protéine FMRP. Cependant, la vision
des couleurs chez la souris est totalement différente de celle de 'humain, de par I'absence de macula chez
la souris et la tres grande différence de composition rétinienne en types de photorécepteurs (Jacobs et
al,, 2004; Denman et al., 2018). Une étude sensée et pertinente de troubles de la perception des couleurs
n’est alors pas envisageable sur un modéle murin de la pathologie. En revanche, I'absence de FMRP au
niveau rétinien impacte les photorécepteurs (Rossignol et al, 2014). Cela peut concerner les
photorécepteurs de type cone. Il semble alors pertinent d'imaginer que les patients atteints du FXS

connaissent des troubles de la vision des couleurs.

Connaissance du phénotype visuel du Syndrome de I’X Fragile : ou en
sommes-nous aujourd’hui ?

Les résultats obtenus lors du premier axe du travail de these ont confirmé I'existence d’'un phénotype
visuel fort dans le syndrome de I'X fragile. Chez la souris Fmr1 KO, I'existence d’'un phénotype rétinien
important, précoce et stable s’ajoute a celle d'un phénotype cérébral pour composer un systéeme visuel
altéré dans ses composantes perceptives et intégratives. Cette souris montre alors des anomalies de ses
capacités visuelles, caractérisées par une diminution de sa perception des contrastes, des mouvements
et de la profondeur. Nos résultats viennent compléter le tableau des connaissances sur le
phénotype sensoriel visuel du FXS. Notre travail pionnier sur la rétine appuie le caractére crucial
de l'étude des composantes « périphériques» des systémes sensoriels pour apprécier
I'intégralité des perturbations sensorielles mais aussi les liens de cause a effet qui peuvent exister

entre elles (Figure 84).
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Figure 84 : Bilan des connaissances relatives au phénotype sensoriel visuel du syndrome de I'X fragile
apres ce travail de these.

Les anomalies phénotypiques comportementales sont mentionnées en précisant si leurs observations ont été
notées chez le patient FXS ou chez le modele murin (annotations par illustrations). Les publications issues de
notre équipe sont soulignées. Les publications générées au cours de ce travail de thése sont notées en rose. LGN :
noyau géniculé latéral.

Les phénotypes rétinien (« périphérique ») et cérébral (« central ») concourent a un ensemble de perturbations
visuelles, en absence de protéine FMRP. Notons la cohérence des phénotypes humains et murins obtenus par des
études comportementales.




Vers une terminologie plus juste : parlons de dys-sensibilité

Le phénotype visuel du syndrome de I'X fragile se caractérise par une diminution globale des
capacités visuelles : la perception du mouvement est diminuée, la vision de la perspective est altérée, la
perception et la discrimination des contrastes et textures sont amoindries (Kogan et al., 2004a; Farzin et
al,, 2008; Felgerolle et al., 2019). Toutes ces caractéristiques composent ce qu’il convient d’appeler une
hypo-sensibilité sensorielle visuelle dans le syndrome de I'X fragile. Lorsque nous replagons la
vision parmi les autres sens, perturbés eux aussi en absence de protéine FMRP, nous pouvons remarquer
qu’elle n’est pas seule a subir une diminution de ses capacités. Comme décrit précédemment, I'absence
de FMRP engendre une diminution de la sensibilité olfactive, des troubles de la discrimination des odeurs
et par conséquent des défauts d’apprentissages olfactifs (Larson et al., 2008; Schilit Nitenson et al., 2015;
Daroles et al,, 2016). Les capacités olfactives sont donc elles aussi diminuées en conditions de FXS,
etnous pouvons la encore parler d’hypo-sensibilité. Ceci contraste avec les informations concernant
le toucher : I'évitement des stimuli tactiles, 'aversion pour les contacts méme les plus anodins, allant
jusqu’au refus de tout contact (Cascio, 2010; Juczewski et al.,, 2016; He et al,, 2017), illustrent d’un point
de vue comportemental 'hyperexcitabilité du systeme somatosensoriel, rendant toute stimulation tactile
génante, voire insupportable. Par conséquent il convient ici de parler d’hyper-sensibilité tactile. De
maniére similaire, les processus de gestion de I'information auditive s’avérent trés sensibles, comme
l'illustrent 'augmentation du réflexe de sursaut suite a un son et surtout les impressionnantes crises de
convulsions qui peuvent étre déclenchées chez les souris Fmr1 KO face a une forte stimulation auditive
(Musumeci et al., 2000, 2007; Chen and Toth, 2001; Nielsen et al., 2002). Ainsi, dans le syndrome de I'X
fragile, 'audition montre un profil d’hyper-sensibilité. Afin de compléter le tableau sensoriel de cette
pathologie, il convient de souligner que le golit n’a pas été étudié. Cependant, une étude a relevé une
attirance pour la nourriture sucrée plus élevée chez la souris Fmr1 KO que chezles animaux WT (Spencer
etal, 2011). Ceci va de concert avec I'attirance des jeunes patients pour les sucreries et la nourriture trés
relevée que les parents reportent régulierement lors d’enquétes comportementales. Ces comportements
peuvent indiquer, 1a aussi, des perturbations du systéme gustatif, qui pousse a relever de maniere
importante l'alimentation afin de « sentir » un goit. Ceci laisse suggérer que la sphere gustative est
hypo-sensible dans le syndrome de I’X fragile. Par conséquent, devant ce bilan sensoriel, il ne parait
plus raisonnable d’utiliser le terme « hyper-sensibilité ». Le phénotype sensoriel du syndrome de I'X
fragile est un phénotype complexe, composé d’hyper- et d’hypo- sensibilités. C’est pourquoi, a la
suite des descriptions sensorielles visuelles que nous avons réalisées, il semble plus approprié
d’employer le terme de dys-sensibilité pour qualifier le phénotype sensoriel du syndrome de I'X

fragile.



Phénotype visuel: des conséquences bien au-dela de simples
« problemes de vue »

Le phénotype visuel du syndrome de I'X fragile est ainsi en place des les premiers stades de la vie de
I'individu affecté. Farzin et collaborateurs avaient démontré la présence de l'altération de la vision
dynamique chez des enfants FXS (Farzin et al.,, 2011), et 'ensemble de nos résultats portent a croire que
ces jeunes patients connaissent également une altération de leur vision de la perspective ainsi que des
difficultés de perception et de discrimination des contrastes (Perche et al., 2018; Felgerolle et al., 2019).
Si de telles perturbations sont, indéniablement, source de difficultés au quotidien a 1'dge adulte, elles
revétent une importance tout autre lors de l'’enfance. En effet, les capacités visuelles sont
particulierement cruciales pendant I'enfance, la vision étant la premiere modalité sensorielle utilisée
pour inspecter et apprendre de son environnement (Farzin et al.,, 2011). Connaitre des difficultés de
perception du monde, causées par une vision défaillante, peut ainsi impacter le développement d'un
individu sur le plan cognitif et comportemental (West et al., 2002). Par exemple, d'un point du vue
scolaire et académique : des troubles de la vision impactent les apprentissages fondamentaux, en
compliquant la mémorisation de par une vision non optimale du monde environnant, des objets et de
divers stimuli visuels (écrits, chiffres, ...). Plus généralement, les problémes de vision lors de 'enfance
compliquent considérablement I'apprentissage de taches basiques, d’actions communes et quotidiennes,
ce qui peut expliquer les difficultés quotidiennes connues par les patients adultes (Raspa et al.,, 2018).
Les troubles de la vision de la perspective et du mouvement peuvent également participer aux troubles
moteurs décrits chez les patients (Wisniewski et al,, 1985; West et al,, 2002; Alanay et al,, 2007). En
effet, le sens de I'équilibre, I'apprentissage de la marche, le contréle de sa démarche et de sa posture,
I'adaptation aux obstacles, sont des actions qui nécessitent une vision optimale des distances, des objets
de I'environnement, et une vision fine de la perspective (Rietdyk and Rhea, 2006; Hallemans et al., 2009,
2010). La perception du mouvement est également essentielle pour l'orientation et la locomotion fine
(Assaiante et al., 1989; Jahn et al.,, 2001). Ce qui nous emmene vers la motricité fine : les compétences en
dessin, la manipulation de petits objets, la précision des gestes lors de taches psychomotrices qui
nécessitent de la précision, sont autant de taches décrites comme altérées chez les jeunes patients FXS
(Crowe and Hay, 1990; Freund and Reiss, 1991; Cornish et al.,, 1999). L’acquisition de I'écriture, qui
nécessite une gestion fine des petites distances et des mouvements, et donc un développement optimal
de la motricité fine des la petite enfance, n’est pas maitrisée chez une large proportion de patient FXS
(Raspa et al, 2018). Ainsi, le phénotype visuel des patients, caractérisé par une diminution de la
perception de la perspective, des contrastes fins et des mouvements, participe certainement a leurs
retards développementaux et a leurs incapacités psychomotrices. Pour finir, il a été montré que les
déficits des patients FXS lors de taches de reconnaissance d’émotion sur des visages seraient le reflet de
défauts de gestion de 'information plutét qu’'un trouble de la reconnaissance d’'une émotion (Turk and
Cornish, 1998). Plusieurs études ont relevé des anomalies dans la maniere dont les patients « scannent »

un visage lors de ces taches, notamment une réduction tres nette de I'attention portée aux yeux (Dalton



et al,, 2008; Shaw and Porter, 2013). Décoder une émotion est une tache complexe qui débute par une
observation de fins et discrets indices, tels qu'un plissement de peau, une ombre, une modification de
I'aspect de la peau, et nécessite donc une vision fine des textures et des contrastes (West et al., 2002;
Dinon and Boucart, 2005). L’absence de réciprocité émotionnelle de patients pourrait alors provenir
d’une incapacité purement sensorielle a percevoir ces indices visuels fins sur un visage. D’'une maniére
plus globale, la relation avec d’autres individus passe par des canaux de communication non verbaux, et
en particulier la vision. Le phénotype visuel des patients impacte certainement leur perception et leur
compréhension des stimuli sociaux, dés le plus jeune age, ce qui affecte le développement de relations
sociales et de comportements sociaux.

C’est pourquoi il y a fort a parier que le phénotype visuel du FXS impacte au-dela de la vision
en elle-méme : de nombreuses capacités motrices, cognitives et sociales sont influencées par la vision
de notre monde, la perception de notre environnement et la compréhension des nombreux indices
visuels qu’il comporte. Le phénotype visuel peut ainsi détériorer une réponse optimale face a une
situation, de par ses conséquences «a l'instant t», mais aussi (et surtout?) de par les
conséquences qu’il aura eues au cours de l'enfance de l'individu, lors du développement,
I'apprentissage et la mise en place des réponses a adopter et des compétences sous-jacentes.

Ainsi, les comportements « anormaux » des patients atteint du syndrome de 1'X fragile pourraient
s’expliquer, en partie, par une perception perturbée de leur environnement et de ses composants (objets,
mouvements, partenaires sociaux). Ceci vaut pour les stimulations visuelles, mais nous pouvons étendre
le sujet aux autres sens, notamment l'audition et le toucher, deux canaux de communication et
d’apprentissage largement utilisés chez ’humain. Le comportement des patients est adapté a leur propre
perception de la réalité, altérée d’'une maniére propre a chaque individu. Enfin, de maniére un peu
provocatrice, ne pourrait-on envisager que des comportements sociaux décrits comme autistiques chez
les patients FXS soient, en partie, dus a une perception du monde altérée ? Peut-on attendre d’une
personne qui a une perception du monde particuliere, différente de celle des autres individus, d’avoir un

comportement « adapté » ?

Redonner du sens aux sens

Nos résultats plaident donc pour une vraie prise en compte du phénotype visuel, et plus
largement sensoriel, dans le syndrome de I'X fragile. Les sens sont le reflet de processus et de
mécanismes liés au systéme nerveux central, et peuvent apporter des connaissances essentielles pour la
compréhension de la physiopathologie de cette maladie. Plus largement, nos résultats participent a
un mouvement de réelle prise en considération des phénotypes sensoriels dans les maladies de
la sphere neuropsychiatrique, encore bien faible mais qui commence a émerger, et de leur
considération comme des outils a part entiére dans I’étude d’une pathologie. A titre d’exemple, une
récente étude a démontré qu'’il était possible de différencier des malades de Parkinson de personnes

atteintes de tremblements (liés a '’dge) par un test de vision des couleurs (Piro et al.,, 2018). De maniere



similaire, la vision des couleurs de patients atteints de sclérose en plaque révéle la sévérité de la maladie :
les perturbations de la vision des couleurs chez ces patients suivent 'activité dégénérative, mesurée par
des marqueurs cérébraux de la perte axonale, et non l'activité inflammatoire (Martinez-Lapiscina et al.,
2014). Le test de vision de couleur étant non invasif, et facile a réaliser et analyser, les auteurs plaident
pour une utilisation de ce test comme marqueur de la sévérité de la maladie, et son inclusion dans le suivi
de patients lors d’études prospectives et d’essais cliniques (Martinez-Lapiscina et al.,, 2014). Les résultats
que nous avons obtenus lors de I'étude du phénotype visuel du FXS suggérent que les patients présentent
des perturbations de leurs capacités visuelles, qui pourraient étre elles aussi investiguées de maniére
simple et non invasive. Parmi les traits visuels potentiellement altérés d’apres nos résultats, le plus
drastique s’est avéré étre la diminution de la discrimination des contrastes. De plus, celui-ci est le plus
simple a étudier chez des patients souffrant de troubles cognitifs et comportementaux, car les tests
requierent peu de temps et sont non invasifs. A I'image de ce que les auteurs précédemment cités
proposent, nous pourrions imaginer investiguer la vision des contrastes chez les patients FXS, en utilisant
un test simple de type Mars letter ou Pelli-Robson (présentant des lettres, ce qui peut étre inadapté face
a certains patients) ou Lea test (présentant des objets simples). Ces tests présentent I'avantage d’étre
statiques, donc les résultats ne seraient pas perturbés par une altération de la vision du mouvement, et
sont moins anxiogenes pour des patients souffrant de troubles d’attention et d’hyperactivité. Si
l'altération chez le patient s’avére exister, et est démontrée de maniére robuste, nous pourrions
envisager que le défaut de sensibilité au contraste devienne un marqueur phénotypique du

syndrome de I'X fragile. Pour tester cette hypothese, une étude clinique est en cours de mise en

place sur la base de nos travaux.

Pour finir, il semble important de souligner que nos études ont redonné une place centrale a la rétine,
trop souvent considérée comme « périphérique ». La rétine est une partie intégrante du systeme nerveux
central et elle partage de nombreuses caractéristiques avec les tissus cérébraux, de par leur origine
embryonnaire commune (Kaneko, 1979). Loin d’étre parfaitement identiques, les contenus protéiques
delarétine et des aires cérébrales partagent de nombreux points communs (London et al,, 2013; Chiquita
et al, 2019). Il n’est donc pas surprenant de retrouver les phénotypes moléculaires et cellulaires
cérébraux du syndrome de I'X fragile au niveau rétinien. Nos résultats suggérent que nous pourrions
élargir le champ a d’autres maladies de la sphére neuropsychiatrique, et faire 'hypothése que les
perturbations moléculaires et cellulaires cérébrales de ces pathologies se retrouvent également au
niveau rétinien. La rétine présente le fabuleux avantage d’étre facile d’acces, en comparaison des aires
cérébrales, et peut étre étudiée in vivo grace aux nouvelles techniques d’imagerie. Elle peut étre une
fenétre sur le systéme nerveux central, et apporter de précieuses informations sur ce dernier, en
conditions physiologiques comme pathologiques. La rétine et le cerveau étant fortement liés, nous
pouvons imaginer que les neurodégénérescence cérébrales se déroulent également en paralléle dans la
rétine (Jindal, 2015). C’est pourquoi, depuis quelques années, les techniques d’investigation via la rétine
se sont quelque peu développées, et sont a ce jour utilisées pour diagnostiquer des maladies

neurologiques. Par exemple, I'OCT (technique d’imagerie in vivo) permet de détecter des modifications



de I'épaisseur et du volume de la macula, un signe clinique de plusieurs maladies neurodégénératives
parmi lesquelles la sclérose en plaque (London et al., 2013). L’OCT peut étre utilisée pour diagnostiquer
de maniere anticipée la survenue de la sclérose en plaque, en détectant une névrite optique qui permettra
au patient d’étre orienté vers un praticien pour des examens ciblés de la sclérose en plaques (Naismith
etal, 2009; Frohman etal., 2010). De maniére similaire, 'OCT peut mettre en évidence un amincissement
de la couche des fibres nerveuses de la rétine, symptéme considéré comme un événement précoce de la
maladie d’Alzheimer (Paquet et al., 2007; Kesler et al,, 2011; Chiquita et al., 2019). L’utilisation de 'OCT
pour un suivi longitudinal de patients est aussi envisagée pour suivre I'évolution d’autres pathologies de
neurodégénérescence, comme la schizophrénie (Chu et al., 2012). D’un point de vue plus moléculaire, il
a été récemment démontré chez une souris modele de la maladie d’Alzheimer que des plaques de Béta-
amyloide sont détectables dans la rétine avant qu’elles ne le soient dans le cerveau (Koronyo-Hamaoui
etal,, 2011). L'imagerie in vivo de la rétine représente ainsi un formidable outil pour le diagnostic précoce
de la maladie, et pour le suivi des effets d'une stratégie thérapeutique, la réduction des plaques
rétiniennes ayant suivi celle des plaques cérébrales (Koronyo-Hamaoui et al,, 2011). Ainsi, I'étude de la
rétine par imagerie se révéle étre une voie d’accés vers les processus et les mécanismes ayant lieu
au sein du cerveau, sain comme malade, mais aussi un moyen supplémentaire de diagnostic
(London et al,, 2013). Nos résultats viennent donc appuyer un peu plus I'importance d’investiguer la
rétine dans les maladies de la sphére neuropsychiatrique, et le role de « fenétre » sur les aires cérébrales

qu’elle représente, avec toutes les opportunités et les possibilités qui s’ouvrent en conséquence.




La connaissance des conséquences de 'absence de la protéine FMRP sur le systéme visuel se voit
ainsi étendue a la fin de ce travail de these. Notamment en ce qui concerne le phénotype rétinien du
syndrome de I'X fragile, dont la précocité impacte, a n’en pas douter, la maturation des aires visuelles
situées en aval de la rétine dans le systeme visuel. Ces structures, dont certains mécanismes clés pour
leur développement dépendent des signaux visuels émis par la rétine, recoivent des les premiers instants
des informations perturbées, mettant en jeu leur maturation optimale. Ainsi, le phénotype rétinien
impacte les capacités visuelles de maniére « directe », en percevant et transmettant des informations
visuelles perturbées, mais aussi de maniere « indirecte », en impactant la fonctionnalité intégrative des

aires visuelles cérébrales. Le phénotype de ce tissu « périphérique » n’est donc pas anecdotique.

Ce travail souligne également I'importance du phénotype visuel dans le syndrome de I'X fragile. Pour
la premiere fois, les conséquences de 'absence de la protéine FMRP sur les capacités visuelles ont été
clairement décrites. Au-dela des troubles de la vision qu’elles engendrent, les perturbations visuelles
créent des incapacités a réaliser de maniére optimale des tiches du quotidien, de mémorisation, de
motricité, ou de sociabilité. A n’en pas douter, ces anomalies visuelles présentent dés le plus jeune age
sont un frein aux développements cognitif, moteur, émotionnel et social du jeune patient. Il semble donc
capital de prendre en compte ces anomalies visuelles, et sensorielles, afin d’améliorer la compréhension
des symptomes cliniques du syndrome de I'X fragile, leur développement et leur évolution au cours de la
vie des patients. En particulier, il y a fort a parier que des comportements « autistiques » sont les
conséquences de perturbations sensorielles qui déforment le ressenti des patients vis-a-vis du monde

qui les entoure.

L’ensemble de ces résultats accentue I'importance d’étudier les troubles visuels, et plus largement
sensoriels, dans les pathologies de la sphere neuropsychiatrique. Les systémes sensoriels apportent de
précieuses informations sur les conséquences cellulaires et fonctionnelles d’'une maladie, et leurs
manifestations externes représentent un moyen d’accéder a des troubles internes. Au-dela des aspects
comportementaux, qui trahissent la présence de troubles sensoriels, nous pouvons aussi souligner les
qualités de voie d’accés que représentent les organes sensoriels « périphériques ». Loin d’étre des
satellites relégués au role de purs capteurs et transmetteurs des stimuli sensoriels, ils sont des parties
intégrantes du systeme nerveus, effectuant une premiere phase d’intégration des signaux, et partagent
des caractéristiques physiologiques avec les structures cérébrales. Leurs localisations anatomiques les
rendent faciles d’acces, et en font de formidables outils d’études du systeme nerveux, sain et
pathologique. Il est enthousiasmant de constater que les techniques, notamment d’imagerie, utilisant la
rétine comme tissu d’intérét pour le diagnostic et le suivi thérapeutique tendent a se développer. Nos
résultats s’inscrivent dans cette tendance, et viennent étayer un peu plus la philosophie qui redonne une

place centrale a la rétine, comme une fenétre sur notre cerveau.



Perspective

De la nécessité d’étudier Otx2 dans le FXS

Petit tour dans la littérature du systéme visuel

Période critique et maturation du cortex visuel

Les circuits neuronaux cérébraux sont modulés par I'expérience durant une phase précoce de la vie
postnatale appelée période critique. Dans le cortex visuel primaire, ce développement est déclenché par
la maturation fonctionnelle de connexions locales inhibitrices, menée par le développement d’un
ensemble d’interneurones (Hensch, 2005). Dans le cortex visuel, le circuit inhibiteur comprend des
interneurones qui expriment la parvalbumine (PV), une protéine fixatrice de calcium. Ces cellules,
appelées cellules PV (Hensch, 2005), projettent leurs axones pour entourer les corps des cellules
pyramidales avec leurs terminaux synaptiques porteurs de GABA (Huang and Di Cristo, 2008). Les
cellules pyramidales du cortex visuel ont besoin de cet entourage pour définir leur période de plasticité
durant le développement postnatal (Hensch, 2005). C’est donc bien le développement du réseau
inhibiteur au cours de stades précoces postnataux qui permet la maturation des aires corticales visuelles.
Certaines études se sont alors interrogées sur les mécanismes déclencheurs et les signaux qui initieraient

de tels processus

De la détermination d’un partenaire moléculaire crucial, Otx2, ...

Une famille particuliere de protéines intervient dans la signalisation postnatale du systeme nerveux
en développement, et peut agir comme facteur de transcription : ce sont les homéoprotéines (Prochiantz
etal,, 2014; Prochiantz and Di Nardo, 2015). Les homéoprotéines se caractérisent par leur long domaine
de liaison a I’ADN, ainsi que par leurs séquences permettant leur sécrétion et leur internalisation
cellulaire (Joliot and Prochiantz, 2004; Prochiantz et al., 2014). Cette famille contient une protéine
retenant I'attention depuis quelques années : la protéine Otx2. Celle-ci est exprimée trés tot dans les
stades embryonnaires, et joue un role crucial en particulier dans la régionalisation du systeme nerveux
central, mais aussi dans la neurogénese des neurones dopaminergique du cerveau en développement
(Beby and Lamonerie, 2013). Mais le réle d’Otx2 qui retient I'attention se situe plutét dans son action
durant la période critique de plasticité cérébrale, en lien avec les cellules PV.

Chez une souris sauvage, avant la période critique de la plasticité cérébrale, la protéine Otx2 ainsi
que la parvalbumine (PV) sont faiblement présentes dans le cortex visuel. Leurs niveaux vont s’intensifier
simultanément, au niveau des interneurones GABAergiques PV, lors de I'entrée dans la période critique
(Sugiyama et al.,, 2008). Dans le cas ol la souris est privée d’expérience visuelle (élevage dans le noir ou
énucléation), les niveaux corticaux d’Otx2 et de PV sont quasi nuls lors de la période critique durant

laquelle devrait avoir lieu la plasticité corticale, la ou les niveaux de ces protéines sont a leur maximal en



conditions physiologiques (Sugiyama et al., 2008). De plus, dans ce cas de privation d’expérience visuelle,
le réseau péri-neuronal (PNN, en anglais PeriNeuronal Net) entourant les cellules PV est fortement
dégradé (Bernard and Prochiantz, 2016). En revanche, linfusion corticale d’'Otx2 permet un
rétablissement des niveaux d’Otx2 et de PV dans les cellules PV, mais aussi du PNN autour de ces cellules
(Sugiyama et al., 2008; Bernard and Prochiantz, 2016). Ces résultats illustrent le role de promoteur
de la maturation des cellules PV et de leur environnement que joue Otx2 dans le cortex visuel.
D’autres expériences réalisées par 'équipe de Sugiyama s’ajoutent a ces résultats pour confirmer que
Otx2 active la période critique de plasticité corticale via la maturation fonctionnelle des circuits
inhibiteurs. L’ensemble de ces résultats affirme donc que la protéine Otx2 est nécessaire a un
processus de maturation des aires corticales visuelles (la maturation des cellules PV), qui active
I'entrée dans la période critique de plasticité corticale, et la présence de cette protéine est

conditionnée par la survenue d’expériences visuelles (Sugiyama et al., 2008).

... vers la preuve de la participation centrale de la rétine

Cependant, il fut trés surprenant de constater que si le cortex visuel montre bien la présence de la
protéine Otx2, il ne contient aucun transcrit du gene Otx2. Dans le systéme visuel, les ARNm d’Otx2 sont
détectés uniquement dans les régions sous-corticales (LGN et colliculus supérieur) et dans la rétine
(Sugiyama et al,, 2008). La protéine Otx2 présente dans le cortex visuel, et nécessaire a ses
processus de maturation et de plasticité, n’est pas synthétisée dans le cortex (Sugiyama et al,
2008). En tant quhoméoprotéine, Otx2 contient dans la séquence de son homéodomaine des signaux de
sécrétion et d’internalisation, qui peuvent lui permettre d’étre transférée de cellule en cellule (Joliot and
Prochiantz, 2004). Il serait donc tout a fait possible que les protéines Otx2 présentes dans le cortex visuel
soient synthétisées dans la rétine et/ou les aires sous-corticales puis migrent vers le cortex visuel. Pour
montrer la migration d’'Otx2 dans le systeme visuel, 'expérience phare de l'article de Sugiyama et
collaborateurs consiste a injecter de la protéine Otx2 marquée avec de la biotine dans la rétine de
I'animal. Quelques jours plus tard, des imageries ont révélé la présence d’Otx2 biotinylée dans les cellules
PV du cortex visuel de 'animal injecté (Sugiyama et al., 2008). La preuve était faite que la protéine Otx2
présente dans la rétine migre vers le cortex visuel pour permettre la maturation et la plasticité des aires
corticales visuelles. Ce transfert a été démontré et validé par différentes expériences par la suite
(Sugiyama et al., 2008). L’ensemble des résultats obtenus par 1'équipe de Sugiyama démontre que la
protéine Otx2 est synthétisée hors du cortex, et en particulier dans la rétine, puis est transférée
vers le cortex visuel pour y induire la maturation des circuits inhibiteurs. Enfin, I'équipe a démontré
que le transfert d’'Otx2 de la rétine vers le cortex visuel ne peut s’effectuer que lorsque le systéme

visuel connait des expériences visuelles (Sugiyama et al., 2008).

Environnement cellulaire

La réponse aux questions concernant le transfert d’'Otx2 et sa capture spécifique dans les cellules PV
pourrait se trouver dans les molécules de la matrice extracellulaire qui entoure les cellules PV. Le PNN

représente depuis plusieurs années le centre de l'attention des études de la plasticité cérébrale



(Pizzorusso et al,, 2002; Hensch, 2005). En effet, si ce PNN est chimiquement dissous, la période de
plasticité peut étre ré-ouverte dans un cortex adulte (Pizzorusso et al., 2002). Ceci suggere que le PNN
joue un role majeur dans la régulation de la fenétre temporelle de la période de plasticité corticale. Le
PNN abrite des composants de la matrice extracellulaire (acide hyaluronique, et certains sucres), qui
pourraient expliquer la capture d’Otx2 spécifique aux cellules PV : les sucres présents dans le PNN des
cellules PV pourraient piéger Otx2 et faciliter son internalisation (Rebsam and Mason, 2008). Ainsi, la
qualité du PNN entourant les cellules PV impacte la capture et I'internalisation dans les cellules

PV des protéines Otx2 qui lui parviennent.

Quel lien avec le syndrome de I’X fragile ou la souris Fmrl KO ?

Sur la base des travaux de Sugiyama et collaborateurs, il s’avere donc que la maturation des aires
visuelles corticales nécessite 1) la production rétinienne de la protéine Otx2, et 2) des « expériences
visuelles » suffisamment qualitatives pour assurer un transfert optimal de la protéine Otx2 vers le cortex
visuel (Sugiyama et al, 2008). De plus, 3) les cellules PV sont des interneurones capitaux dans la
maturation des circuits inhibiteurs du cortex visuel (Hensch, 2005). En complément, les travaux sur le
PNN indiquent que 4) la qualité du PNN impacte la maturation corticale, sa dégradation ou son absence
remettent alors en jeu le déroulé des processus développementaux de la période critique de plasticité
corticale (Pizzorusso et al., 2002; Rebsam and Mason, 2008).

Ainsi, il me semble intéressant de transposer ces conditions chez le modéle Fmr1 KO.

1) Tout d’abord, I'absence de protéine FMRP dans la rétine impacte probablement le niveau
d’expression de la protéine Otx2. La littérature ne décrit pas siles ARNm d’Otx2 font partie des messagers
dont la traduction est régulée par la protéine FMRP. Toutefois, devant le grand panel d’ARNm régulés
par FMRP, et les anomalies protéiques relevées dans la rétine des souris Fmr1l KO (Rossignol
2014, Perche 2018), il semble qu'’il existe un risque non négligeable que la quantité rétinienne de
protéine Otx2 soitdérégulée en absence de FMRP. Par conséquent, la quantité d’Otx2 disponible pour
la maturation des aires corticales serait dérégulée.

2) Ensuite, la souris Fmr1 KO montre des anomalies significatives de I'ERG, tant dans ses parameétres
de perception des signaux lumineux que dans ses parametres de transmission de l‘information visuelle
au sein de la rétine interne (Rossignol et al., 2014; Perche et al., 2018). Par conséquent, I'information
visuelle que transmet la rétine aux aires cérébrales est de qualité moindre, pour une méme expérience
visuelle, chez une souris Fmr1 KO que chez une souris WT. Nos résultats concernant la fonctionnalité
rétinienne de la souris Fmr1 KO étayent I'hypothése que les expériences visuelles vécues par le
systéme visuel en absence de protéine FMRP sont de qualité moindre, et altérent le transfert
d’Otx2 vers le cortex visuel.

3) De plus, le cortex somatosensoriel de la souris Fmrl KO montre une diminution de la densité et
de la distribution spécifique des interneurones PV, et non des autres types d’interneurones (calbindine
et calrétinine) (Selby et al., 2007). De la méme maniere, le développement des cellules PV du cortex
auditif de cette lignée s’est révélée altéré (Wen et al,, 2018). Aucune donnée n’est disponible concernant

le cortex visuel, mais ces résultats obtenus dans d’autres cortex sensoriels soutiennent I'’hypothese




que le cortex visuel des souris Fmr1 KO présente le méme type d’anomalie cellulaire, c’est-a-dire
une perturbation de ses interneurones PV.

4) Enfin, il a été récemment démontré que le développement du PNN est altéré dans le cortex auditif
des souris Fmr1 KO (Reinhard 2019, Rais 2018). Ce résultat obtenu sur un autre cortex sensoriel

suggere que le cortex visuel peut souffrir lui aussi d’'une qualité altérée de son PNN.

Ainsi, de nombreux indices suggérent que les aires corticales visuelles peuvent souffrir d'un
défaut de maturation en absence de la protéine FMRP, causé par des anomalies concernant le
systeme « Otx2-PV-PNN ». L’absence de FMRP dans la rétine peut déstabiliser tout ce systeme
inhibiteur, et étre un élément clé de l‘altération de la plasticité du cortex visuel constaté chez la
souris Fmr1 KO (Dolen et al., 2007). C’est pourquoi I’étude du systéme « Otx2-PV » chez cette suris
me semble un projet perspective intéressant pour faire suite aux travaux de notre laboratoire,

sur I'implication du phénotype rétinien dans le phénotype sensoriel du FXS.

Proposition d’étude expérimentale

Une premiére étape du travail serait d’étudier les niveaux de protéines Otx2 dans la rétine et dans le
cortex visuel de I'animal Fmr1 KO. Il me semble judicieux de travailler sur des ages décrits comme
encadrant la période critique de plasticité corticale (P19 et P40) ainsi qu'un dge connu pour étre le pic
de cette période critique (P28-29). Si ces niveaux se voient altérés dans I'une de ces structures, une
investigation de la parvalbumine et de ’état de maturation des cellules PV du cortex visuel des souris
serait intéressant, par exemple par techniques d’immunohistochimie sur des coupes ex vivo a ces
différents ages. L’état du réseau PNN du cortex visuel des souris Fmrl KO nécessiterait aussi notre
attention, a différents ages autour de la période critique de plasticité. Les résultats obtenus lors de ces
expériences détermineront les directions a donner par la suite, pour approfondir les connaissances de la

plasticité corticale en absence de la protéine FMRP.
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Chloé FELGEROLLE

Anomalies sensorielles visuelles du Syndrome de I’X Fragile,
contribution rétinienne au phénotype de dys-sensibilité

Le syndrome de I'’X fragile (FXS) est la premiere cause de déficience intellectuelle monogénique
héréditaire liée a I'X (1/3000 gargons). Outre la déficience mentale, les patients présentent des troubles du
spectre autistique et des perturbations sensorielles, parmi lesquelles une altération des fonctions visuelles.
L’origine moléculaire du FXS se trouve dans la mise en silence du géne FMR1, ce dernier ne pouvant plus,
par conséquent, exprimer la protéine FMRP. Aux niveaux moléculaire et cellulaire, la perte de FMRP engendre
des anomalies structurelles et fonctionnelles des synapses, aux niveaux cérébral mais aussi rétinien. Cette
thése tend a approfondir les connaissances des phénotypes rétinien et visuel en absence de protéine FMRP,
ainsi que I'étude de la part d’'implication de ce phénotype rétinien dans les phénotypes visuel et global du
syndrome de I'X fragile.

Nous avons révélé la précocité et la stabilité des anomalies rétiniennes en absence de la protéine FMRP,
ce qui confirme la force du phénotype rétinien en conditions FXS, et souléve la question de son influence sur
d’autres structures. En paralléle, nous avons montré que l'absence de protéine FMRP engendre des
perturbations significatives de plusieurs traits visuels d’un point de vue comportemental. Enfin, une stratégie
a été élaborée afin de créer un modéle animal « FXS-rétine-spécifique », dont I'étude renseignerait sur les
conséquences de I'absence localisée uniqguement a la rétine de la protéine FMRP.

Cette thése met en lumiere I'importance des phénotypes visuel et rétinien du FXS, et apportent de
nouvelles connaissances appuyant la place centrale des perturbations sensorielles dans cette pathologie.

Mots clé : Syndrome de I'X Fragile, troubles sensoriels, anomalies visuelles, systeme visuel, rétine,
comportement visuel

Sensorial visual impairments in the Fragile X Syndrome,
retinal contribution to the dys-sensitivity phenotype

Fragile X syndrome (FXS) is the leading cause of X-linked hereditary monogenic intellectual disability
(1/3000 boys). In addition to mental retardation, patients present autism spectrum disorders and sensory
disturbances, including impaired visual functions. The molecular origin of the FXS is the silencing of the FMR1
gene, which can no longer express the FMRP protein. At the molecular and cellular levels, the loss of FMRP
results in structural and functional abnormalities of the synapses, at the brain as well as at the retinal level.
This PhD thesis project aims to deepen knowledge of retinal and visual phenotypes in the absence of FMRP
protein, as well as the study of the involvement of this retinal phenotype in the visual and global phenotypes
of fragile X syndrome.

We have revealed the precocity and stability of retinal abnormalities in the absence of the FMRP protein,
which confirms the strength of the retinal phenotype under FXS conditions, and raises the question of its
influence on other structures. In parallel, we have shown that the absence of FMRP protein causes significant
disturbances of several visual traits in a behavioral standpoint. Finally, a strategy was developed to create an
animal model "FXS-retina-specific”, the study of which would provide information on the consequences of the
absence of the FMRP protein only in the retina.

This PhD thesis project highlights the importance of visual and retinal phenotypes of FXS, and provides
new insights supporting the centrality of sensory disturbances in this pathology.

Key words: Fragile X Syndrome, sensory disturbances, visual alterations, visual system, retina, visual
behavior.
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