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RESUME

La Trisomie 21 (T21) est due a la présence d'apéecsupplémentaire du chromosome
21. C’est le retard mental le plus fréquent quctaienviron un nouveau-né sur 700. On estime
gu’environ 6 millions de personnes sont actuellerpenteuses de T21 dans le monde, dont 50
000 en France. Les principales caractéristiques ghatient atteint de T21 incluent une
dysmorphie cranio-faciale, une hypotonie musculaiigsi qu’'une déficience intellectuelle. Ce
dernier trait phénotypique est sans aucun doutkesiplus handicapants pour la vie quotidienne
des patients. En effet, dans les cas les plus e®viaur capacité a se faire comprendre et a
communiquer de maniére orale et écrite, est trkdefaLa déficience intellectuelle qui les
touche peut considérablement impacter leur automalans les taches quotidiennes telles que
se nourrir, se vétir, faire sa toilette. Cela pigdalement rendre difficile leur compréhension de

la notion de temps et d’argent, ou encore alté&ar ¢onscience face au danger.

Il apparait donc clairement qu’augmenter le quotietellectuel des individus atteints
de T21, leur permettrait d’acquérir plus d’'indépamce, une meilleure intégration sociale et

ainsi, une qualité de vie supérieure pour eux-méshb=ur famille.

Parmi les génes candidats impliqués dans lesieiéfies intellectuelles de la Trisomie
21,DYRKI1A (« Dual Specificity Tyrosine Phosphorylation Reggatl Kinase ») est un des plus
pertinents. En effet, ce géne qui code pour unasknest inclus dans la région critique du
chromosome 21 dont les génes sont connus pouesfrensables de la majorité des phénotypes
observés dans la T21. De plus, plusieurs étudesdéntontré une corrélation entre
'augmentation de I'activité de cette kinase etdésicits cognitifs mesurés dans les modeles
murins de la T21. De maniere intéressante, uretraht avec un inhibiteur de DYRK1A,
'EGCG, a permis de corriger avec succes des defeagnitifs chez la souris et 'humain.
Cependant, ce polyphénol issu du thé vert n'‘agi geulement comme un inhibiteur de
DYRKI1A, il possede bien d’autres cibles. Parmi®le trouvent les récepteurs a la laminine
ou encore la Vimentine, sensibles a 'EGCG a dessl@ncore plus faibles que DYRK1A,
mais aussi les récepteurs aux cannabinoides CRilinteraction anormale avec ces récepteurs
entraine des troubles de 'humeur, qui, dans Issles plus graves, ont conduit au suicide

comme cela a été le cas avec le Rimonabant, unstgales CB1 maintenant retiré du marché.

Néanmoins, ces résultats ont clairement démontmplication de DYRK1A dans les
déficiences intellectuelles et I'effet bénéfiquesda inhibition sur les capacités cognitives.
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Dans cette these, nous avons caractérisé destaung plus sélectifs de DYRK1A
(Leucettines), synthétisés et optimisés par ld-sfade biotechnologie ManRos Therapeutics,
dans différents modeles trisomiques murins exprimere copie surnumeéraire dyrkla
(Tg(Dyrkl1a)), ou possédant en plus d’autres génes homologuehromosome 21 humain
(Ts65Dn, Dp(16)1Yey). Nos résultats ont permis @tablir la preuve de concept que
l'inhibition pharmacologique de DYRK1A compense t&ficits mnésiques liés a la T21 et
également (2) de découvrir de nouvelles ciblegctiss ou indirectes, de DYRK1A et, par

conséquent, de mieux comprendre les mécanismegamgs aux altérations mnésiques liées
au surdosage de DYRK1A.
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1. INTRODUCTION
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1.1. La trisomie 21 ou Syndrome de Down: la premiere

anomalie chromosomique décrite chez ’lhomme

Des caractéristiqgues évoquant la trisomie 21 (aaréii21) ont été mentionnées pour la
premiere fois par le médecin francais Jean-Etidbominique Esquirol dans son ouvrage de
1838 (Esquirol, 1838). Mais c’est au Dr. Edouardyuse qu'a été attribuée la premiere
description compléte des traits cliniques de la.T24abord dans son ouvrage de 1848 ou il
détaille les phénotypes observés chez deux enfartisurs potentiels de la trisomie 21, Cécile
et Paul. Puis dans son second ouvrage de 186@etfait pas d’étude de cas individuel mais
propose plutbét des « méthodes » thérapeutiques’oe@ddcation physiologique ». C’est
d’ailleurs dans cet ouvrage que Seguin a introlduterme de « crétinisme furfuracé » pour
désigner la pathologie. Dans la méme année, lecirédeglais John Langdon Down publie un
article intitulé « Observations on an ethnic classiion of idiots » dans lequel il classe « les
idiots » selon leur traits ethniques et physiguedams lequel il décrit de maniére précise la
maladie qu’il nomme « mongolisme ». C’est en 1960 ka cause génétique de ce syndrome,
a savoir la présence surnuméraire d’'un chromosoc@e non identifié, a été mise en évidence
par Jérdbme Lejeune, Marthe Gautier et Raymond mupjeune et al., 1959). Ce n’est que
deux ans plus tard que ce chromosome supplémertadté identifie par la méme équipe
comme le chromosome 21, et que I'appellation «iglimongoloide » a alors été remplacée par
Syndrome de Down (abrégé SD), terme adopté erdaibganiere officielle par I'Organisation
Mondiale de la Santé en 1965.

#

Edouard Segiuin ORIy =~ Jérome Lejeune
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1.2. Epidémiologie et génétique de la trisomie 21

La trisomie 21 représente I'aberration chromospmila plus fréquente dans le monde.
Sa fréquence est classiquement de 1/700 naissaBieesque ce chiffre apparaisse dans la
majorité des publications, il ne reflete que péeiment la réalité puisqu’il varie souvent d’'un
pays a un autre en fonction du statut socio-écogoeides pratiques religieuses, de I'acces au
diagnostic anténatal ou encore des lois régissargoksibilité d’interruption médicale de
grossesse. Par exemple a Dubal, la fréquenceusstipiée et atteint 1/454 naissances (Murthy
et al., 2007). Aux Etats-Unis, elle a été de 1/8B0e 1999 et 2006 selon des données issues
d’'une large étude de onze systémes de surveildaomissances américaines (Canfield et al.,
2006; Parker et al., 2010). En France, la fréquelecé& cas sur 1500 a 2000 naissances est
plutét stable comme I'a montré une étude conduarelg Dr. Vigan et collaborateurs en 2007
sur une population parisienne entre 2001 et 206pe@dant, il est a noter que ce chiffre a subi
une baisse d’'un facteur 3 depuis 1978 (Roussedy 2010) du fait de 'augmentation de I'age
de la primiparité qui est passé en moyenne de 2a 80 ans entre les années 1978 et 2005. En
effet, le risque qu’un foetus soit porteur de la T&1it en fonction de I'age de la mére. Ainsi,
il est de 1/1500 a 20 ans, 1/1000 a 30 ans et H¥Wans (Mai et al., 2013).

D’un point de vue génétique, la trisomie 21 seidéctous trois formes : tout d’abord
la trisomie 21 compléte, libre et homogene quiisiggue le porteur posséde un chromosome
21 entier surnuméraire, que les trois copies s@n béparées les unes des autres et sont
présentes dans toutes les cellules de l'organisigeire 1a). C'est le cas de figure le plus
courant qui touche 93% des patients. Puis il y @is@amie par translocation robertsonienne
dans laquelle la troisiéme copie du chromosomeigibfine avec un autre chromosome, le plus
souvent le 14Kigure 1b). L'individu atteint de cette trisomie portera a@odpien 23 paires de
chromosome mais exprimera trois doses des gerdgainosome 21. Environ 5% des cas sont
touchés par cette forme. Enfin, dans 2% des casgstanie est libre et mosaique. C'est-a-dire
gu’une population de cellules posséde le bon nonderechromosome tandis que l'autre

population exprime en plus une troisiéme copieltomosome 21.
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Figure 1la. Caryotype d'un homme atteint d’'une trisomie 21ré&b Image issue du

Wisconsin State Laboratory of Hygiene.
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Figure 1b. Schéma d’un caryotype humain porteur d'une trismrBll par translocation
robertsonienne, avec fusion du troisieme bras ldogchromosome 21 sur le bras court

du chromosome 14.
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1.3.  Caractéristiques phénotypiques associées au Syndrem

de Down

Les phénotypes associés au SD ne sont pas paatageks méme fréequence et le méme
degré d’expression entre les individus. Par exengdgedysmorphies physiques, les déficiences
intellectuelles, I'apparition de la maladie d’Alzimer ou encore I'’hypotonie musculaire sont
retrouvées chez 100% des patients. En revancheatzhyréphalie ou les malformations
cardiaques congénitales n’apparaissent que dan®75086 des cas, respectivement. Le degré
de variabilité de ces caractéristiques a été @gadine variabilité dans I'expression des génes
localisés sur le chromosome 21 (Antonarakis et2@I04). La liste des descriptions qui vont
suivre des traits les plus communément observés lekgpersonnes porteuses de trisomie 21

est non-exhaustive.

1.3.1.Dysmorphies physiques

Les individus atteints du SD sont en général fauoiiet reconnaissables par les
dysmorphies physiques qu’ils présentent. Ces @iatijues concernent majoritairement la

téte, le cou et les extrémités des membres.

Ainsi, ils manifestent souvent une brachycéphaliecain visage rond et la téte aplatie
a l'arriéere Figure 2a). Les yeux sont en forme d’amande, et sont siegerement plus bas et
de maniere oblique avec un épicanthus interne a'dse des replis cutanés dans le coin interne
de I'ceil Figure 2b). L’aréte du nez est plus petite que la normalddanant une forme aplatie.
Les oreilles tombantes sont ancrées de maniereophse sur la téte. lls ont souvent la bouche
entrouverte et ont tendance a manifester une iotrude la langue. Le cou est plus court et
plus large avec un exces de peau, c’est d’aillenrdes critéres spécifiques au SD détectable
lors d’'une échographie. Les mains sont courtesrgiet avec le cinquiéme doigt incurvé
présentant une hypoplasie de la deuxieme phal@weeut également observer la présence
d’'un unique pli palmaire transverseigure 2¢). Enfin, au niveau des pieds, on retrouve un

espace entre le premier et le second onftggjure 2d) (Sureshbabu et al., 2011).
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Figure 2. Dysmorphies physiques d’'un enfant atteint de la .T@) Brachycéphalie(b)
Epicanthus interne(c) Unique pli palmaire transverse, hypoplasie de éaphalange de

I"auriculaire.(d) Espace entre le premier et le second orteil. (Shibabu et al., 2011)

1.3.2.Pathologies associées au Syndrome de Down

Malformations cardiaques. Environ la moitié des patients porteurs de T21 aeic
des problemes cardiaques congénitaux. Selon uge Etude issue de The Atlanta Down
Syndrome Project basée sur une population de 2432a0x nés atteints du SD résidants dans
cing comtés de I'état d’Atlanta, 93% ont pu bériéfid’'un diagnostic cardiaque. Les résultats
montrent que 44% des cas ont manifesté des anantalidiaques congénitales. Ainsi, ce sont
des défauts au niveau du septum ventriculairerietagntriculaire qui ont été principalement
rencontrés (Dennis et al., 2010; Freeman et a@8JL9A noter que certains chez qui aucune
malformation cardiaque n'a été détectée a la naissaléveloppent tout de méme a I'age adulte
des problémes valvulaires (Geggel et al., 1993; &thnet al., 1998).
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Anomalies gastro-intestinales.Les risques de malformation gastro-intestinale sont
également augmentés chez le foetus porteur de latfT@irviennent dans environ 5% des cas.
On rencontre principalement une sténose (abserm@mplete) ou une atrésie (absence
complete) de la lumiére du duodénum (Fabia andditeyl1970). De plus, une forte corrélation
a été établie entre le Syndrome de Down et unendéedies digestives la plus fréquente de nos
jours, la maladie caeliaque. On estime qu’elle =gmée une augmentation de 5 a 16 fois chez
la population trisomique par rapport a la populatignérale (Book et al., 2001; Zachor et al.,
2000).

Pathologies pulmonairesUn sondage australien réalisé entre 1997 et 200eaule
parents d’enfants atteints de T21 a permis de raoqgtre sur 208 enfants, 60% étaient touchés
par des problemes respiratoires incluant I'asthif@gnée du sommeil (Thomas et al., 2011).
D’autres complications pulmonaires sont égalemesguentes telles que des altérations dans
la vascularisation pulmonaire ou encore des madatliees au parenchyme pulmonaire
(McDowell and Craven, 2011). La vulnérabilité puimaae rencontrée chez les personnes
affectée par le SD représente une des premiessgade leur hospitalisation et également une
des premiéres causes de mortalité selon une éalisde aux USA entre 1983 et 1997 (Day et
al., 2005; Yang et al., 2002).

Problemes hématologiquesDes anomalies d’'ordre hématologique sont également
décrites dans la population touchée par le SD.i&imgron 1% des cas manifeste une leucémie
(Lange, 2000), 65% présentent une polycythémid @elre une augmentation de la quantité
totale d’érythrocytes circulants (Kivivuori et all996) et enfin une macrocytose et une

leucopénie ont également pu étre rapportées (Razémmarose, 1993).

Troubles oculaires et auditifs.La majorité des enfants porteurs du SD manifestest
anomalies oculaires telles que des troubles d&fdaation, a savoir la myopie, 'hypermétropie
et I'astigmatisme (35 a 76%) ou encore du strabiE2d a 57%). De plus, 18 a 22% des cas
peuvent présenter des mouvements involontairesaiadés des globes oculaires, appelés
nystagmus. La fréquence d’apparition de ces traualiymente avec I'age : 38% des enfants
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entre 2 et 12 mois sont touchés, chiffre qui ati®090 chez les 5 a 12 ans (Creavin and Brown,
2009; Hestnes et al., 1991; Roizen et al., 1994 plEs des défauts oculaires, 38% a 78% des
patients sont également sujets a une perte d’anditi présentent 50% a 70% plus de risques
de développer des otites par rapport a la populataymale (Bull and Genetics, 2011; Roizen
et al., 1993; Shott et al., 2001).

Hypotonie musculaire.La faiblesse du tonus musculaire est un trait coméntous les
individus porteurs de la T21. Trés marquée, elf@ar conséquence une mauvaise posture
corporelle, une acquisition tardive de la marcheeeka préhension des objets mais également
du langage causée par des difficultés dans I'daticin de la machoire (Melyn and White,
1973). Cette hypotonie s’accompagne d’'une hypdddigamentaire conduisant a un manque
d’habileté da a une perte de contrdle dans les proents (Tsao and Mellier, 2005; Vicari,
2006). De maniere générale, la motricité des egfatieints du SD est diminuée par rapport
aux enfants ayant un développement normal et Eélears les compétences motrices se creuse

davantage avec I'age.

Maladie d’Alzheimer. Gréace aux progres de la médecine et aux avancasdalprise
en charge des pathologies liées au SD, I'espéidmeee de la population touchée par la T21 a
considérablement augmenté. De 12 ans en 1949dllpassée a 55 ans de nos jours et on
estime que 25% des patients atteints du SD dépasdes 60 ans (Glasson et al., 2002). En
conséquence de cette longévité croissante, lesidogi atteints de la T21 sont donc plus
susceptibles aux pathologies associees au vieittisat tel que la démence et spécialement la
maladie d’Alzheimer. En effet, ils sont plus vulaéles au développement de cette pathologie
du fait de la surexpression de géenes associésnalldie sur le chromosome 21. C’est le cas
par exemple du géne codant pour la protéine APPesiuresponsable de la génération de

peptides amyloides conduisant a la dégénérescesagedrones (Head and Lott, 2004).
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1.3.3.Dysfonctions cognitives

Les déficiences intellectuelles représentent ¢ ¢eaactéristique le plus frappant chez
les individus porteurs de T21. Les déficits peuvérg plus ou moins prononces selon les cas

et touchent différents aspects cognitifs décriapes.

Le quotient intellectuel. D’apres une étude portée sur 56 enfants, adol&ssetjeunes
adultes italiens atteints du SD, le quotient ietliel (Ql) a été déterminé au niveau modéré
(Ql=71) a sévere (QI = 28) avec une moyennetgardia 44,7 (Vicari et al., 2004). Ce chiffre
est conforté par une autre étude américaine intR@patients agés entre 22 et 58 ans dont le
QI variait entre 45 et 66 (moyenne QI = 50,7) (Melgt al., 2005). Il est important de garder
en mémoire que les écarts s’expliquent par legmrdiffces dans la qualité de vie de I'enfant
durant son développement, qui dépend de la capiestarents et de son entourage a apporter
un cadre de vie plus ou moins stimulant. Ainsi,E$ormances intellectuelles seront d’autant
plus développées que l'enfant se trouve dans unrogmement enrichi par les outils
d’apprentissage nécessaires mis a sa dispositemtravaux de Vicari et al. (2004) montrent
gue le QI décroit au fur et a mesure que I'enfaandit : le QI des enfants agés entre 6 et 8 ans
se situe dans une fourchette de 45 a 71, tandikegalolescents et jeunes adultes (entre 12 et
26 ans) présentent un QI diminué (28 a 47). Le @drac tendance a chuter avec I'age (Carr,
2005; Oliver et al., 1998) et la détérioration daepacités mnésiques augmente notamment de

maniere drastique lorsque le sujet adulte estnattiei démence (Bush and Beail, 2004).

Les fonctions exécutives et I'attentionLes individus touchés par le SD, adolescents
et adultes, présentent des troubles dans leursidascexécutives (Lanfranchi et al., 2010;
Rowe et al., 2006). Ainsi, leur capacité d’inhibitiest altérée, entrainant des comportements
non adaptés aux situations qui les dépassent (Barehl., 2013). Les taches relatives a la
planification telles qu’établir un programme ou eeémun plan d'action, sont également
perturbées (Rowe et al., 2006), reflétant chezpsgsonnes une incapacité a anticiper et a
concevoir la notion du temps. De plus, un désdayeildans la flexibilité mentale a aussi été
rapporté chez les patients atteints de trisomiadbaet al., 2012). Au niveau de l'attention, ils
expriment par exemple des difficultés a se focakse une information d’intérét et ne sont pas

capables de s’affranchir des éléments perturbateersnaintenir une attention auditive ou
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visuelle continue, ou encore de réaliser plusiaatsons a la fois. Cela impacte donc leur
capacité a prioriser les taches, a rester concsuatréne action ou encore a étre vigilant face a
un danger potentiel, ce qui tend a diminuer nettérteair autonomie dans la vie quotidienne
(Rowe et al., 2006).

La mémoire de travail. La mémoire de travail est «un systeme qui membti
temporairement les informations et les manipuledpah la réalisation de taches comme la
compréhension, I'apprentissage et le raisonneméBasdeley, 2010). A noter gu’elle se
distingue de la mémoire a court terme qui impligneuement la fonction de stockage sans
traitement des données. Le concept de mémoiredailta été introduit par Baddeley et Hitch
en 1974 et mis a jour en 2010, dont le modéle mé@st composé de deux systenkégufe
3). Le premier est divisé en trois différentes soatggories : « la boucle phonologique » qui
retient a treés court terme I'information verbalesforme de code phonologique et qui apparait
donc indispensable pour I'apprentissage du langatge calepin visuo-spatial » qui maintient
temporairement I'information spatiale et visugtgermet la génération des images mentales,
et enfin le « tampon épisodique », a stockage dingjtii sert d’interface entre la mémoire de
travail et la mémoire a long terme. Ce dernier mria création d’'une mémoire épisodique
unifiée en combinant les informations visuelles aetditives. Le second systeme est
'administrateur central exécutif qui coordonnetetite les informations issues des trois

systemes auxiliaires cités précédemment et lekestde maniére temporaire.
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Figure 3. Schéma de la mémoire de travail (Baddeley, 2010).
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Une étude réalisée sur un groupe de sujets atthin®D agés entre 7 et 18 ans a réevéle
gue la mémoire de travail visuo-spatiale étaitqilptéservée dans le syndrome tandis que celle
relative au langage était affectée (Lanfranchl.e809). Ce dysfonctionnement serait attribué
a une diminution de la capacité de stockage déofimation dans la boucle phonologique
(Baddeley and Jarrold, 2007; Gathercole and Bagd&@90). C’est ainsi que les individus
porteurs de la T21 manifestent des troubles dualgag

La premiére forme de communication d’un nouveasengaduit par des balbutiements
qui, chez le nourrisson touché par la T21, appseaisau méme moment qu’un enfant avec un
développement typique (Cardoso-Martins et al., 198bes premiers retards dans
'apprentissage du langage se manifestent désdtétpm des premiers mots. L'écart se creuse
lorsque le vocabulaire et la syntaxe se complaexifjverson et al., 2003; Oliver and Buckley,
1994). Ainsi, tandis que les autres enfants acquoieun vocabulaire enrichi et varié et
composent des phrases de plus en plus compleXes,des enfants atteints de T21 reste
sommaire et pauvre en mot-outils (pronom, déterntjregic) dd a la diminution de I'empan de
la mémoire phonologique. Par conséquent, la comration reste télégraphique c’est-a-dire
gue la construction syntaxique est réduite a sact stinimum (Vicari et al., 2000). Ce retard
persiste d'ailleurs jusqu’a I'age adulte ou le lagg réceptif est également limité : pour faire
sens du message qui leur est adressé, ils s’appsoewvent sur des indices lexicaux et
situationnels (Rondal and Comblain, 1996). Cependdez certains cas, il ne peut étre exclu
gue les troubles du langage ne soient pas seulatnserdu retard cognitif mais qu’ils soient
aussi fortement aggravés par les pertes auditieggiomnées précédemment ou encore par une

réduction de la motilité de la langue di a I'hypaéomusculaire (Hamilton, 1993).

La mémoire a long terme On distingue deux types de mémoire a long teffoet
d’abord la mémoire explicite qui recouvre la méra@émantique, c’est-a-dire 'ensemble des
connaissances pratiques et théoriques acquisamseérgées, et la mémoire épisodique qui
constitue les souvenirs des événements vécus. @étteoire, également appelée mémoire
déclarative, permet un rappel conscient des infooms ou des expériences, contrairement a
'autre type de mémoire a long terme qu’est la miéeninplicite. Celle-ci se manifeste dans
I'action et concerne la mémorisation des habiletésices, cognitives ou verbales. Ainsi, les
travaux de Carlesimo et al., 1997 ont démontré lgumémoire explicite chez 15 patients
atteints du SD était perturbée, tandis que ledopmance dans les tests permettant de mesurer
leur mémoire implicite était similaire au groupantdle.
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1.3.4.Anomalies cérébro- et neuro-structurales

Les phénotypes caractéristiques de la trisomieéZtitd précédemment peuvent étre
corrélés avec les anomalies structurales du certaaeffet, des études neuro-anatomiques par
IRM (Pinter et al., 2001) ont révélé une réductinvolume cérébral total de 18% chez les
personnes atteintes de T21 dont la diminution neEhe que certaine sous-structures en
particulier. On observe ainsi une hypoplasie dwalet, région connue comme étant le siége
de la régulation de la fonction motrice et de lardmation des mouvements fins. Une
diminution du volume cérébelleux peut donc expligles pertes de contréles gestuels ou
encore les problemes d’articulation rencontrés ckepatients. En outre, il a été montré qu’'une
altération au niveau de cette structure peut égateaffecter les fonctions non-motrices telles
gue les différentes fonctions exécutives ou entmémoire verbale a court terme comme
observé chez des personnes présentant des Iésiarigeau du cervelet (Schmahmann and
Sherman, 1997). S’associe a cela une réductioroldume du lobe frontal et du lobe temporal
(Pinter et al., 2001). A noter que le lobe from&gule la planification, le raisonnement ou
encore |'attention tandis que le lobe temporaimgiortant pour I'acquisition du langage et la
mémorisation. L’'altération de la mémoire explictdéong terme observée chez les individus
touchés par la T21 peut également étre assocéedimminution de la taille de I'hippocampe qui
est fortement impliquée dans les processus de nigation (Aylward et al., 1999). Les travaux
de Aylward et al. (1999) ont en outre montré quamlygdale diminuait aussi de taille et
uniquement lorsque le sujet porteur de la T21 ét&int de démence, 'amygdale étant le lieu
de contrble des réactions émotionnelles. Une aaglgs IRM plus centrée sur la morphologie
de la substance grise sur 6 sujets porteurs du IBé& que les ganglions de la base étaient
préserveés (Jernigan et al., 1993). Or le role deglipns de la base dans la mémoire implicite
a long terme est maintenant connu grace aux tradawan der Graaf et al. (2004), ce qui

expliquerait que la mémoire procédurale chez adisintus soit intacte.

D’un point de vue cellulaire, une diminution du rane de neurones a été décrite au
niveau hippocampique chez des foetus trisomiquég @21 semaines (Guidi et al., 2008). De
plus, on observe également un retard de myélinisgtdstnatal chez des enfants agés jusqu’a
5 ans (Wisniewski, 1990). Ce phénotype a été ameéfipar IRM deux ans plus tard chez une
fillette de 18 mois atteinte de SD (Koo et al., @0Enfin, on observe une diminution de la
synaptogenese durant le développement de I'enfameedégénérescence accrue des dendrites

a I'age adulte (Takashima et al., 1994).
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1.4. Le chromosome 21 et la région chromosomique du

syndrome de Down (DCR)

Le chromosome 21 acrocentrique, le plus petit dessames humains, a été séquence quasi
intégralement en I'an 2000. 33,8 Mb ont été ségéesar le bras long (21q) et 0,2 Mb sur le
bras court (21p). Ce chromosome est considéré commehromosome pauvre en genes
puisque seulement 225 genes codants ont été idengilir les 33,8 Mb du 21q (contre 545
genes dans les 33.4 Mb du chromosome 22 par exe(hatori et al., 2000).

La présence de trois copies de ce chromosome 2iedunsi lieu au Syndrome de Down.
Des études de corrélation génotype — phénotypésééal sur des individus porteurs d’'une
trisomie 21 partielle ont permis de mettre en lumigne région sur le chromosome 21q dont
la duplication était responsable des phénotypesordgrés dans le SD (Delabar et al., 1993;
Korenberg et al., 1990; Rahmani et al., 1989). Omme cette région la « Down syndrome
Chromosomal Region » ou DCR. Elle s’étend sur 2tbdWicontient les génes localisés entre
CBR1 (gene codant pour I'enzyme carbonyle réductaseR€&t (gene codant pour un facteur

de transcription de la famille des ET&)dure 4).

Les chercheurs se sont donc focalisés sur cetienrégtique notamment pour identifier
des génes candidats associés aux pathologieséragtgties du SD. Ainsi, parmi les études de
corrélation génotype-phénotype, une analyse réadisgéune région plus restreinte et ciblée de
la portion DCR chez 8 individus porteurs d’une feetiisomie 21 partielle a permis d’identifier
la protéine « Down Syndrome Cell Adhesion Molecuyleou DSCAM, comme un gene

candidat contribuant aux anomalies cardiaques cotades (Barlow et al., 2001).

L’identification de genes candidats associés atferéntes pathologies observées dans le
SD est donc essentielle avant d’envisager un tnaie thérapeutique ciblé. Cependant,
disséquer de maniére précise tous les genes candidmuement par I'étude des cas de
trisomie 21 partielle reste une approche limitéeetet, ces sujets sont rares, ils ne représentent
gue 5% de la population trisomique totale. Le res@ux modeles animaux apparait donc
nécessaire pour mener ces études puisqu’ils offsaties a un plus grand nombre de sujets, a
des tissus d'intérét plus variés (dont le cerveat)permettent d’explorer des pistes
thérapeutiques.
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Figure 4. Représentation de la DCR sur le chromosome 21pctse dans I'encadré grisé
(adapté de Rachidi and Lopes, 2008).

27



1.5. Les modeéles murins du Syndrome de Down

Les genes murins orthologues du chromosome 21 muidaa21) sont localisés de maniere

synténique sur trois différents chromosomes mu¢viswu) : Mmul0, Mmul6 et Mmul7

(Figure 5).
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Figure 5. Répartition synténique des genes murins ortholeguex génes du chromosome
Hsa21 sur les chromosomes Mmul0, Mmul6 et Mmul7tdAarakis et al., 2004)
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Afin de mieux comprendre les relations génotypenplype du SD, quelgques modeles murins

de trisomie partielle comprenant la DCR ont ét&ggigure 6)

Le modeéle Ts(17%)65Dn appelé Ts65DnCe modele, établi par translocation réciproque,
est trisomique pour 132 génes de la partie distalehromosome MMUL16 et d’'une partie
centromérique du chromosome MMU17. La région dwge contient donc la DCR mais
également 5% de genes du chromosome MMUL7 qui sont orthologues a ceux du
chromosome 21 humain. Malgré la présence de cesgapplémentaires, les Ts65Dn ont été
largement utilisées pour récapituler certains phgres associés au SD (Duchon et al., 2011,
Reinholdt et al., 2011). En effet, ces souris prés® un retard de croissance, une faiblesse
musculaire ainsi que des malformations facialegyBg et al., 1995). Une réduction du volume
cérébelleux rappelle également le phénotype obsdreé les patients du SD (Baxter et al.,
2000). De plus, elles sont déficitaires dans l'epfissage et la mémorisation spatiale,
notamment au niveau de la flexibilité cognitive, @tt une mémoire de reconnaissance
perturbée (Goodliffe et al., 2016; Olmos-Serranal 2016; Torre et al., 2014). Des analyses
ultra-structurales des synapses ont mis en éviddeseanomalies au niveau des épines
dendritiques et des boutons terminaux qui appaaiggus larges, ainsi qu’'une diminution de
la densité des épines dendritiques et des celjudgaulaires du gyrus denté (Belichenko et al.,
2004).

Le modele DplYey Bien que le modéle précédent exprime la plupart tlais
caractéristiques du SD, l'observation de certaihénptypes pourrait étre biaisée par la
surexpression de genes du MMU17 non orthologuesia du chromosome 21 humain. De ce
fait, un autre modele murin de la trisomie 21 gadinent a été développé (Li et al., 2007). Il
s’agit du modele DplYey, trisomique pour toutesréggons de synténie entre le chromosome
HSA21 et le chromosome MMUL16, il contient donc 1d8nes orthologues. L’analyse
morphologique des embryons de 18.5 jours révelent@formations cardiaques et gastro-
intestinales dans 37% des cas, similaires a caiéggrostiquées chez les patients touchés par
la T21 (Li et al., 2007). Des anomalies postnatal@ségalement été décrites telles que des
dysmorphies cranio-faciales incluant une brachyakglet une réduction de la taille des os de
la machoire. La taille du cervelet est réduitesttaecompagnée d’'une diminution du nombre

de cellules granulaires (Starbuck et al., 2014)o&ine, ces animaux présentent un retard des
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capacités d’apprentissage, une moins bonne mérspatale ainsi qu’une altération de leur
mémoire associée au contexte comparé aux animawages. S'associent a cela des défauts
dans la plasticité synaptique puisqu’une diminutiarpotentiel d’action a long terme (LTP) a

eégalement été observée dans ce modéle (Yu eDaD).2

Le modele Ts1CjeCe modéle a été obtenu par erreur génétique ddaldratoire du Dr.
Epstein lors du ciblage du geSadl chez la souris. Il s’est avéré qu’une partie deseledants
présentait une translocation de la partie distitieés entre les geneSodl et Mx1 du
chromosome MMU16 sur le chromosome MMU12 (Sagol.etl898). Ce modele est donc
trisomique pour 94 genes du MMU16 et couvre enviB@®o de la région trisomique des
Ts65Dn. Comme ces derniéres, les Ts1Cje ont dastdéfans la mémoire spatiale (Andrade-
Talavera et al., 2015; Sago et al., 1998). Les afiemau niveau de la structure des synapses
et des épines dendritiques présentes chez les Tisiid également présentent chez les Ts1Cje
mais de maniére moins sévere (Belichenko et al07R0De plus, bien que le volume
cérébelleux est réduit a un méme degré dans ces medéles, le nombre de cellules
granulaires n'est pas affecté dans les Ts1Cje aioatnent aux Ts65Dn ou ce nombre est
significativement plus bas (Olson et al., 2004). plasticité synaptique au niveau de
I'hippocampe est également altérée (LTP diminudd) hugmentée) mais de maniére moins

dramatique que chez les Ts65Dn (Siarey et al., 2005

Le modéle Tg(CEPHY152F7)12Hgc.Ce modele a été établi par insertion d'un
chromosome artificiel de levure (YAC) contenant fumgment de 570 kb d’ADN humain
incluant les géne$TC3, DYRK1A et KCNJ6. Sa création a été réalisée dans le cadre d'une
étude plus détaillée de potentiels genes cand&iatés dans la région de la DCR pouvant
induire les phénotypes liés au SD. Ainsi, 3 autresiéles basés sur cette stratégie ont été
produits et chacun des 4 modéles expriment airestryplication d’une région différente de la
DCR. Les régions de surexpression étant contigiie=ceuvrant toute la région critique, une
comparaison phénotypique des 4 modeles a ainsepwaren lumiere le gemzYRK1A comme
géne candidat responsable de la perte mnésique itedéaans le modéle
Tg(CEPHY152F7)12Hgc également observée chez légidind porteurs de la T21 (Smith et
al., 1995, 1997).
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Figure 6. Quelques modeles murins de trisomie 21 partieDpiYey, Ts65Dn et Ts1Cje.
Le chromosome 21 humain est représenté sur lag@aupérieure. En regard se trouvent
les chromosomes murins Mmul6, Mmul7 et MmulO syigées aux différentes régions
du Hsa2l. Quelques genes orthologues au Hsa2l Bst#ts en dessous de chaque
chromosome, donbDyrkla comprise dans la région de la DCR (encadré grg&héma
adapté de Herault et al., 2017.

1.6. Phénotypes sensibles au dosage des génes : lummre
DYRK1A

Il semble que l'apparition des phénotypes asscaieSD soit fortement dépendante du
dosage des génes localisés dans la région cribfiie. Cette hypothese est renforcée par
lanalyse du caryotype d'une famille manifestant dgficit intellectuel sans aucune
malformation cardiaque. Or cette famille présent@ié petite trisomie partielle de 4,3 Mb
située entre la région 21g22.13 et 21g22.2 de I @6Gnt la duplication concernait le gene
DYRK1A mais pas le gerleSCAM. Cette découverte conforte bien le role de DSCAMsdes
pathologies cardiaques caractéristigues du SD, emhécrit préecédemment, mais renforce
surtout le réle d®YRK1A dans la diminution des performances intellectsalles patients du
SD (Ronan et al., 2009). Effectivement, ces déficignitifs sont également retrouvés dans les
différents modeles murins de trisomie 21 partiett@js surtout lors de la surexpression d’'une
petite région de la DCR contenant le g&yekla dans le modele Tg(CEPHY152F7)12Hgc.
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L'importance de ce géne a déja été demontrée amedhemologue chez la drosophile
appeléminibrain (mnb). En effet, une mutation du gemab conduit a une réduction de la taille
des lobes optiques ainsi que des hémispheres aérébinez la drosophile adulte, suite a une
diminution de la production des cellules neuroldgsts (Tejedor et al., 1995). Ces phénotypes
ont également pu étre retrouvés chez la sourisdmtgotes poubDyrkla (Dyrkla *) dont la
taille du cerveau est réduite de 30% comparéel@ des animaux sauvages. Leur viabilité est
également diminuée tandis que les souris homozyg@tgrkla “ meurent durant
I'organogenése. Les souri3yrkla *- possédent un déficit dans I'apprentissage et tians
mémoire de reconnaissance (Arqué et al., 2008;kFetaal., 2002). Chez I'homme, une
haploinsuffisance de DYRK1A conduit au syndrome MR Mental Retardation autosomal
Dominant 7 »). Les patients MRD7 présentent uneauoéphalie, des problemes de langage,
de I'épilepsie ou encore des troubles autistiq@@sufcet et al., 2012; Mgller et al., 2008;
Oegema et al., 2010; Valetto et al., 2012; Yamareobti., 2011).

Il apparait donc clairement qIEYRK1A tient un rdéle primordial dans la régulation des
fonctions cognitives. Ce géene constitue donc us b@n candidat pour I'établissement des

déficits mnésiques associés au SD.

1.7. DYRKIA

1.7.1.Le gene

Le géneDYRKI1A est localisé sur le chromosome 21 humain en 21822ans la région
critique DCR et s'étend sur approximativement 180 Keuf transcrits issus d’épissages
alternatifs ont été décrits jusqu’a ce jour. Soiraet onze orthologues@QYRK1A ont été
identifiés dontDyrkla chez la souris situé sur le chromosome 16qC4 a@erenchez la
drosophile appeléinibrain (mnb) que I'on retrouve sur le chromosome X16E4-1664#firE
on distingue 4 paralogues issus de la famille RKs (Dual-specificity tyrosine-regulated
kinases) a savoDYRK1B, DYRK2, DYRK3 et DYRK4 (Données tirées de Ensembl).
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1.7.2.La protéine

Le geneDYRK1A code pour la protéine kinase DYRK1A qui existess@aprincipales
isoformes de 763 et 754 acides aminés (Aranda.,eR@l1). A noter qu'aucune différence
fonctionnelle entre ces 2 isoformes n’a été ragmoatce jour. DYRK1A appartient a la famille
des DYRKs qui comprend aussi DYRK1B, DYRK2, DYRIBDYRK4. Dans le kinome
eucaryotique, les DYRKs font partie du groupe CM@@ inclut également la famille des
cyclin-dependent kinases (CDKSs), les mitogen-atdidgrotein kinases (MAP kinases), les

glycogen synthase kinases (GSK) et les Ccd2-likades (CLKs)Kigure 7).
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Figure 7. Arbre phylogénétique des classes de kinases CM@C an zoom sur la famille

des kinases DYRKSs.
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Sa structure.

Toutes les protéines DYRKSs conservent le méme dwnatalytique ainsi qu’une
séquence caracteristique de la famille appelée DMRK Homology-box). Toutes sauf
DYRK3 possedent un domaine de signal de localisatiocléaire (NLS) en N-terminal.
DYRK1A et DYRK1B partagent en plus un motif PESTraueau du C-terminal nécessaire
pour leur dégradation. Les trois autres DYRKs pdsseen commun un domaine NAPA qui
leur apporte une fonction de chaperon nécessaifautophosphorylation de leur résidu
tyrosine. Ce domaine ne figure pas ni dans DYRKLAYIRK1B car I'autophosphorylation
est une capacité intrinseque a leur domaine kisas® dépend donc pas de la présence de
protéines chaperons (Goéckler et al., 2009a). DYRKbasede un second domaine NLS dans
son domaine kinase ainsi qu’une séquence polydimstide 13 résidus histidines consécutifs

destinée a son adressage vers les compartimenéaines d’épissageFigure 8).

NLS DH KINASE NLS PEST His SI/T

DYRKIA  m(m|( HEE .
DYRK1B m(Jmj( J( )
DYRK2 (i )

DYRK3 i | -
DYRK4 (e I

Figure 8. Schéma de la structure des 5 protéines DYRKSs. Ndi§nal de localisation
nucléaire ; DH, DYRK-Homology  box; NAPA, région o@ssaire a
I'autophosphorylation située en N-terminal, Kinas®maine kinase ; PEST, motif riche
en proline, acide glutamique, sérine et thréonindis, séquence polyhistidine ; S/T,

région enrichie en résidus sérine et thréonine (Miaet al., 2011).
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Son expression

Chez 'lhomme, I'expression de DYRK1A est plutéigubtaire Figure 9). Au niveau
du cerveau, elle est détectée dans la couche grendl cervelet, la couche externe corticale,
I'hippocampe, la couche moléculaire externe du gytanté, 'amygdale, le thalamus et la
substance noire. Sa localisation est a la foisptgsmique et nucléaire (Wegiel et al., 2004).
De maniere intéressante, le taux de DYRK1A ne yzagentre les régions frontale, temporale
et occipitale dans le cerveau de sujet adulte tgiEn revanche, ce taux est augmenté chez
les individus porteurs de la T21 avec une augmientafui varie selon les lobes. Ainsi, celui-
ci varie de maniére décroissante au niveau duxcéndatal, temporal, occipital et cérébelleux
(Dowjat et al., 2007). Chez la souris, DYRK1A egal@ément présente au niveau cytoplasmique
et nucléaire et est fortement exprimée dans Ie&syestd’olfaction incluant le bulbe olfactif et
le cortex entorhinal, 'hippocampe, le cortex c@liux ainsi que la substance grise (Matti
al., 2003).
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Figure 9. Expression tissulaire de DYRK1A. Données issuegdajet FANTOMS5 (The

human protein Atlas)

Son activation

Les protéines DYRKs sont définies comme des «-Bpactificity protein kinases »
c'est-a-dire gu’elles sont capables de phosphodgerrésidus tyrosine, sérine et thréonine.
Bien que la phosphorylation des tyrosines ait toxg@té mentionnée pour étre exclusivement
réservée a l'autophosphorylation, les travaux dété\& al., 2013 ont montré que DYRK1A
est capable de phosphoryiawitro des résidus tyrosirge deux protéines non-identifiées .
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Comme la plupart des membres du groupe CMGC, la
phosphorylation/déphosphorylation d’un résidu tytesconserveé régule I'activité catalytique
de la kinase. Pour DYRK1A, c’est la Tyr312 (isofermle 754 aa) et la Tyr321 (isoforme de
763 aa) de la boucle d'activation qui doivent éwgophosphorylées pour permettre la
stabilisation de la conformation active de la kangdimpel et al., 2001). Lorsque la kinase
adopte cette conformation active, le site d’intécecavec le substrat est bien positionné et

accessible a la phosphorylation, la kinase estdittire.

Sa régulation

La régulation transcriptionnelle dBYRK1A a été peu décrite jusqu’a présent.
Néanmoins des études ont rapporté que AP4 (aatiyatdein 4) et son partenaire de co-
répression geminin régulent négativement I'expagssie DYRK1A dans des cellules non
neuronales (Kim et al., 2006). A l'inverse, il & @eécrit que le facteur de transcription E2F1
stimule I'activité promotrice de DYRK1A (Maenz dt,&2008). De plus, une accumulation du
taux de DYRK1A dans les ostéoclastes a été observagponse a une augmentation du facteur
nucléaire des lymphocytes T actives ou NFATcl (eeal., 2009). Dans les cellules de
neuroblastome humain, les peptideg$42 induit une sur-expression des ARNm de DYRK1A
(Kimura et al., 2007). Enfin, le RE1 silencing tsaription factor (REST) active la transcription
de DYRKI1A en se fixant sur le site consensus NR8Hadrégion promotrice du géne. Un
déséquilibre du dosage de DYRKI1A entraine une ditiin de I'expression de REST,
indiguant ainsi une boucle de régulation négatiedadkinase par REST (Canzonetta et al.,
2008; Lu et al., 2011).

D’autres travaux suggerent que DYRKI1A serait moelupar l'interaction avec
certaines protéines. Par exemple la protéine 18-8sBcapable de se complexer a la partie N-
terminale de DYRK1A doublant ainsi I'activité enzgtigue de la kinase (Alvarez et al., 2007).
Des essais kinases ont également révélé que Eimea@daptatrice Ran-binding Protein M était
capable dinhiber l'activité catalytique de DYRK1f&Zou et al., 2003). En outre, la
surexpression de WDR68 (aussi appelé HAN11) régileégativement DYRK1A (Morita et
al., 2006). Enfin, deux protéines de la famille &2RED (Sprouty-related protein with an
EVH1 domain), SPRED1 et SPRED2 seraient capabietechgir directement avec le domaine
catalytique de DYRKZ1A et d’'inhiber ainsi I'activitée la kinase vis-a-vis de ses substrats Tau
et STAT3 (Li et al., 2010).
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Ses fonctions

Des études de perte de fonction ou de surexpredsitaprotéine DYRK1A ont permis
d’identifier quelques rdles de la kinase, notammdahs le développement neuronal.
Effectivement, il a été montré que les embryonsamist homozygotes nuls pour le géne
(Dyrkla’) ne sont pas viables et meurent dans les alendeut8.5 & 13.5 jours embryonnaires.
De plus, la diminution drastique du nombre de ¢teflmneuronales post-mitotiques ainsi que les
analyses de localisation cellulaire de DYRK1A clbezmodéle comparé a des contrdles ont
suggéré son role crucial dans le développemeneeau (Fotaki et al., 2002b). En effet, chez
des souris hétérozygotes pdyrkla (Dyrkla *"), une réduction du nombre de branchements
et des épines des neurones pyramidaux du cortéx @béervée (Benavides-Piccione et al.,
2005). L'implication de DYRK1A dans la formationgieeurites est validée par la perturbation
de la neuritogenése induite par un inhibiteur déitese, I'Harmine, sur des cultures de
neurones hippocampiques (Gdckler et al., 2009kgufdés travaux ont montré que, dans une
lignée cellulaire de phéochromocytome PC12, laxquression de DYRKI1A stimule la
différenciation prématurée de ces cellules en auatgné I'activité de la Ras/MAP kinase
connue pour son réle dans la différenciation caital (Kelly and Rahmani, 2005).

L’interaction de DYRK1A avec ses substrats a épel® permis de déduire ses
fonctions dans différents processus cellulairegogds de transduction du signal. A noter que
DYRKI1A a été identifiee comme une « proline-direcienase » c'est-a-dire qu’elle a une
préférence a phosphoryler les substrats ayant niatiegopositionnée immeédiatement en C-Ter
du site de phosphorylation Ser/Thr (P+1 site). Aites séquence consensus optimale de
phosphorylation de DYRK1A a été définie initialerhenmme Arg-Pro-X-Ser/Thr-Pro (R-P-
X-S/T-P ou X est un acide aminé variable S/T regméant les sites) (Himpel et al., 2000).
Cependant, ce site consensus reste théoriqur’esilpas exclu que DYRK1A soit capable de
phosphoryler des sites ne répondant pas a ceiteeséequence consensus. C'est le cas par
exemple de la séquence REEYS-P du facteur de transcription Forkhead in
rhabdomyosarcoma ou FKHR, du résidu L-T¢XT-P du facteur d’épissage SF3b1/SAP155,
ou encore du site R-P-&29S-P de la Glycogen synthase kinase musculaire diBG&raaf
et al., 2006a; Skurat and Dietrich, 2004; Woodal ¢2001a). Ceci indique donc une certaine

flexibilité de DYRK1A dans la reconnaissance desdsstrats.
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Ainsi parmi les fonctions régulées par DYRK1A, cgupciter en premier lie(l) I'activité
apoptotique. En effet, DYRK1A est capable de phosphoryler #sfiase 9 sur la Thr125 qui
est un événement crucial pour la protection ddsileslde la rétine contre la mort cellulaire
(Laguna et al., 2008; Seifert et al., 2008). Cetéaconfirmé par une étude en culture de cellules
rénales d’embryon humain (HEK293) dont I'expressierDYRK1A a été supprimée, et qui a
révélé une hypo-phosphorylation du résidu Thr522aderotéine SIRT1 (NAD-dependent
deacetylase sirtuin-1) entrainant I'apoptose (Gual.e 2010). DYRK1A joue également un
réle dang(2) la régulation du cycle cellulaire,par son activité sur la Cycline-D1 (CycD1),
acteur critique des phases G1/S pour la progresiaycle cellulaire. La CycD1 est destinée
a la dégradation lorsqu’elle est phosphorylée paRR1A sur la Thr286, ce qui conduit les
cellules a sortir du cycle cellulaire (Chen et 2013). Ces résultats ont été complétés par la
découverte d’un autre substrat de DYRK1A, la pratg27*! partenaire complémentaire de
la CycD1 dans la régulation de la transition dpHase G1. Lorsque celle-ci est phosphorylée
par la kinase sur sa Ser10, la §#77s’accumule dans les cellules et les force a suticycle

et a se différencier (Soppa et al., 20X8).L’endocytose synaptiqueest une autre fonction
attribuée a DYRK1A puisqu’elle phosphoryle plusgeysrotéines issues d’'un complexe
d’endocytose clathrine-dépendante, la Dynamin-1 lau6er857, I'’Amphiphysin-1 sur la
Ser293 ou encore la Synaptojanin-1 sur plusieues gpour l'instant non identifiés. La
phosphorylation/déphosphorylation de ces protéiggsale leur association les unes avec les
autres ou avec dautres protéines accessoires amelocytose telle que [I'Intersectin-1,
indispensable a leur activité dans le recyclagevdsiules synaptiques clathrine-dépendantes
(Adayev et al., 2006; Murakami et al., 2006; Yu Hgat al., 2004). Cette activité d’endocytose
est d’'ailleurs étroitement liée avét) la plasticité synaptique Ce processus est régulé par
DYRKZ1A par la phosphorylatiom vitro de la Ser1048 de la sous-unité GluN2a des réaspteu
au glutamate. Cette activation modifie la dispditlbbmembranaire des récepteurs, modulant
ainsi la réponse synaptique dépendante du glutaf@asel et al., 2014). DYRK1A contrle
également leq5) processus liés au cytosquelette neuronaDYRK1A phosphoryle les
protéines associées aux microtubules telles que NgAgRIr son résidu Ser1392. Ici, DYRK1A
joue le réle d’'une « priming » kinase, c'est-a-dwe la phosphorylation de son substrat permet
a ce dernier de devenir substrat d’'une secondes&inka GSK3. Trés récemment, la protéine
B-Tubuline a également été identifiéa,vivo et in vitro, comme substrat de DYRK1A en
Serl72 (Ori-McKenney et al., 2016a). La modulatiences cibles associées au cytosquelette
par la kinase contrdle donc la croissance micrdaitaides axones ainsi que la morphogenése
dendritique. Enfin, une derniere fonction propogéer DYRK1A concerng6) l'activité
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d’épissage alternatif En effet, le facteur d’épissage SF3bl est phaspdhpar la DYRK1A
sur la Thr434, cette phosphorylation étant augneerdéns des cellules sur-exprimant
DYRK1A. Ce résidu est sous-phosphorylé lorsquepfegsion de DYRK1A est inhibée (Graaf
et al., 2006). La protéine ASF est aussi un awctetir d’épissage cible de DYRK1A. Elle
contrble I'activité d’épissage alternatif de la t@ioe Tau. Trois sites de phosphorylation ont
été caractérisés pour cette protéine : la Sera23et234 et la Ser238, dont la phosphorylation
conduit ce facteur vers la machinerie d’épissag#éaire (Shi et al., 2008).

1.8. Altérations des fonctions mnésiques associées au
surdosage de DYRK1A

La description précédente des différentes fonctigrées par la kinase DYRK1A ainsi
gue la liste de ses différents substrats n’esephaustive (cBuppl. Table 1.tirée de Duchon
and Herault, 2016 pour une liste plus complétele Elontre néanmoins son impact dans la
régulation de multiples mécanismes biologiqueses4end que, dans le cas d’'un déséquilibre
du dosage de la kinase, ces processus peuveur@&matiquement perturbés. Un déséquilibre
en faveur d'un sous-dosage B¥RK1A conduit au syndrome MRD7 dont les phénotypes
associés ont éte décrits dans la section 1.6n#dfise, un surdosage de ce géne peut également
étre a l'origine des phénotypes mnésiques obseh&sles individus porteurs de la T21. Afin
de vérifier cela, des nouveaux modeles murins sprimant le gene DYRK1A seul ont été
créés afin de mieux comprendre I'importance etpact de son surdosage dans les fonctions

cognitives associées au SD.

Le modéle Tg(MT1A-Dyrkla). Ces souris ont été produites par surexpressionAlRNc
Dyrkla de rat sous le contr6le d’'un promoteur inductied®gene de la métallothionéine
(Altafaj et al., 2001). Elles présentent a la rexig® un retard du développement locomoteur
qui se traduit par une apparition tardive de laagharainsi qu’'un manque de coordination. Ces
déficits disparaissent au fur et a mesure quedesssgrandissent. En revanche, a I'age adulte,
ces souris deviennent hyperactives et leur flatbdognitive, leur mémoire visuo-spatiale et
mémoire de reconnaissance sont perturlja&afaj et al., 2001; Martinez de Lagran et al.,
2004; Torre et al., 2014). A I'échelle cellulaitame diminution de la neurogenese adulte ainsi

gu’une réduction de I'arborisation dendritique mate et du gyrus denté a été observée.
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S’ajoute a cela un retard de croissance axonal demgultures de neurones corticaux de ces

souris (Martinez de Lagran et al., 2012; Pons-Edm@nhal., 2013).

Le modeéle TgDYRK1A)36Wjs. Ce modeéle a été obtenu par insertion d’'un chromesom
artificiel de bactérie (BAC) contenant la totaliié geneD YRK1A humain. Le poids du cerveau
de ces animaux est plus lourd de 19% comparé amaar contréles et aucune anomalie n’a
été détectée dans les autres organes, indiquastcgaces le role spécifique de DYRK1A au
niveau cérébral. Ces souris ne présentent pasloerde défauts moteurs mais expriment en
revanche des déficits d’apprentissage et de méatianis visuo-spatiale. Ces altérations
mnésiques sont accompagnées de perturbations tatiwité synaptique au niveau de

I’hippocampe (Ahn et al., 2006).

Le modele TgDyrk1a)189N3Yah appelé ici TgDyrkl1a). La construction de ce modele a
été réalisée également pas insertion d’'un BAC camtecette fois-ci le gene entiByrkla
murin. Ces animaux présentent un retard de craissasible jusqu’a 60 jours postnatal. Au-
dela de cet age, la taille des animaux transgésigattrape la taille et le poids des souris
sauvages. A l'inverse, le poids cérébral desDyfla) ne differe pas de celui des souris
contrbles jusqu’'a 21 jours postnatal. Au-dela, ieeltaugmente progressivement jusqu’a
atteindre 15% de poids supérieur a I'adge adultanbgpho-analyse cérébrale de ces animaux
montre une augmentation de I'axe dorso-ventralladiille du 3é ventricule dorsal et des
ventricules latéraux ainsi que de I'hippocampeest mbyaux thalamiques (Gued;j et al., 2012).
Sur le plan mnésique, les Tyfrkla) possedent des problemes moteurs et sont défestdans
la mémoire de travail et a long terme, dans I'apfiseage et la mémorisation spatiale ainsi que
dans la flexibilité cognitive (Souchet et al., 2D18’ajoute a cela une modification de la
morphologie de I'arborisation dendritique corticpléisqu’'une augmentation de la densité en
épines dendritiques a été observée chez ces swarisgéniques provoguant ainsi des

perturbations dans I'activité synaptique du copedfrontal (Thomazeau et al., 2014).

La seule surexpression du gddyrkla dans ces trois modeles murins permet donc de
reproduire certains déficits cognitifs sensiblermrntilaires & ceux observés dans les modeles
portant une trisomie partielle, mais surtout a ceéiagnostiqués chez les sujets porteurs de la
T21. Ces phénotypes peuvent étre expliqués papertarbation des fonctions régulées par

DYRK1A. Par exemple en surphosphorylant la protgb8 en Serl5, DYRKI1A inhibe la
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prolifération de neurones progéniteurs dans le emarv dembryon de souris
Tg(DYRK1A)36Wijs (Park et al., 2010). Or la sortie prématudéecycle cellulaire de ces
neurones est suivie par leur différenciation précae qui a pour conséquence la réduction du
pool de progéniteurs et donc la diminution de |lasité neuronale dans le cerveau (Yabut et
al., 2010) comme cela a pu étre observé au nivggmotampique chez le foetus trisomique
(Guidi et al., 2008). De plus, une réduction dansdmbre de neurones de projection corticaux
a été observée dans les embryons de sourBYRI{1A)36Wijs suite a la phosphorylation de
la CycD1 par DYRK1A bloquant les neurones progémgecorticaux correspondant en phase
G1 (Najas et al., 2015). D’autres mecanismes régltadéveloppement neuronal sont aussi
perturbés par le surdosage de DYRK1A. La kinaseasable d'interférer dans les voies de
signalisation du facteur nucléaire des lymphocyfeactivés ou NFAT, indispensable au
développement neuronal (Nguyen and Di Giovanni,8208insi, dans les souris Ts1Cje la
surexpression de DYRK1A inhibe I'adressage de cteta vers le compartiment nucléaire des
neurones progéniteurs conduisant & une diminutomedirones différenciés (Kurabayashi and
Sanada, 2013). Egalement, les altérations des $soseal’'apprentissage et de mémorisation
rencontrées chez les patients atteints de T21ssmstdoute liées a une diminution de l'activité
d’endocytose des vésicules synaptiques. Ceci post@pliquer par I'hyper-phosphorylation
par DYRK1A des acteurs de la machinerie d’endoeytwges dans le paragraphe précédent,
comme observé dans les cultures de neurones hippamaes sur-exprimant DYRK1A (Kim

et al., 2010). Enfin, les processus de neuro-dégsoénce peuvent également étre la
conséquence d’'une suractivité¢ de DYRK1A. En efféin point de vue physiologique, la
protéine Tau, connue pour son réle dans la stabdis des microtubules, est phosphorylée par
DYRK1A sur de nombreux résidus, dont la Thr212 (\d&et al., 2001b). Dans la T21, Tau
subit une hyper-phosphorylation due au surdosageYiRK1A, ce qui conduit a la perte de
fonctions biologiques de la protéine et donc adimenution de I'assemblage des microtubules.
De plus, une phosphorylation anormale de Tau em@réfalement une agrégation accrue de la
protéine entrainant la dégénération neuro-fibrélat enfin la mort neuronale (Wegiel et al.,
2011). Ce phénotype est accentué par I'hyper-plargfatiion de la protéine régulatrice de la
calcineurine-1 (RCAN-1) par DYRK1A sur son résiduI92. En conséquence sa dégradation
est inhibée et son interaction avec la calcinettif€aln) est maintenue, empéchant la Caln
d’exercer son activité phosphatase sur Tau (Jualg €011). L’apparition tardive de la maladie
d’Alzheimer est associée avec le SD. |l a été néomiie DYRK1A est capable de phosphoryler
la Préséniline-1 (PS1) sur la Thr354. Lorsque cé¢miere est hyper-phosphorylée, comme

dans le SD, l'activité de kasécrétase, I'une des protéases qui clivent ARRJ@s augmentée,
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ce qui provoque alors une production anormalemdevéé de peptideg-amyloides,
composants majeurs des plaques amyloides et redpessie la neuro-dégénérescence (Ryu
et al., 2010).

L’altération mnésique caractéristique du SD sendalec étre dépendante du dosage de
DYRKZ1A et souligne I'impact majeur de ce gene dansisomie 21. Plus précisément, au vu
des nombreux mécanismes biologiques qu’elle cantp@r son activité catalytique, c’est
l'activité excessive de sa fonction catalytique qpairait cruciale dans I'apparition des
phénotypes cognitifs du SD.

1.9. DYRKI1A, cible potentielle pour le traitement
thérapeutique ameliorant les performances cognitive des

individus porteurs de la trisomie 21

Afin de confirmer le role essentiel de DYRK1A ddiapparition des perturbations
mnésiques associées au SD, certains chercheursétadté les conséquences d'une
normalisation du dosage du géne de la kinase demsnddeéles murins de la T21. Ainsi, les
premiers travaux ont été réalisés sur le modeleimtusomique Ts65Dn dont le dosage
spécifique deDyrkla a été normalisé par croisement avec des sousdzggoteDyrkla*”
(Garcia-Cerro et al., 2014) ou en inhibant padiaknt son expression par injection au niveau
de I'hippocampe d’ARN interférant shRNByrkla) (Altafaj et al., 2013). Les résultats ont
montré une atténuation des déficits d’apprentissguial et de la mémoire associative,
accompagnée d'une correction de la plasticité syamag de I'hippocampe. Au niveau
cellulaire, la normalisation d@yrkla a restauré la prolifération et la différenciatoes cellules
hippocampiques du gyrus denté. Des études surttmrandéle murin trisomique, les DplYey
qui ne possedent plus que deux copies fonctiormdi®yrkla, ont conforté les précédents
résultats puisque leur mémoire de travail et aativei a également été corrigée (Jiang et al.,
2015).

La kinase DYRK1A et en particulier sa fonction tgigue, constitue donc une cible
thérapeutique majeure pour I'amélioration des parémces cognitives chez les individus
porteurs de T21.
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1.10. Les inhibiteurs pharmacologiques de DYRK1A

De maniere générale, les kinases représententreseébdonne cible pour les molécules
thérapeutiques (Roskoski, 2015; Wu et al., 201562&En effet, leur poche de liaison a 'ATP
est un site idéal pour I'ancrage de la drogue guexercer son effet inhibiteur par compétition
avec I'ATP. De nombreux inhibiteurs de l'activitétalytique de DYRK1A ont déja été
identifiés et caractérisés (voir revue en annexblgigyen et al., 2017), ils different par leurs
structure, sélectivité et efficacité. Dans ce peaphe, seules les molécules qui ont été
caractérisées et qui ont donné des résultats petsiseront présentées. On distingue deux types
d’inhibiteurs sélectifs pour DYRK1A: ceux produds maniere synthétique et ceux d’origine

naturelle.

1.10.1. Les inhibiteurs de DYRK1A synthétiques

INDY (Inhibiteur de DYRK1A). Cet inhibiteur possede une structure chimique groch
de l'inhibiteur des CLK, le TG003 mais avec unecgitité d’'inhibition de DYRK1A trois fois
plus élevée et une concentration inhibitrice méeli@@50) de 0,24 uM (Ogawa et al., 2010).
Il a été montré dans les travaux de Ogawa et &.sgm utilisation dans des cellules COS7
diminuait la phosphorylation de Tau-pThr212, sitbsdrat connu de DYRK1A (Woods et al.,
2001), de maniere partielle a 3 UM puis completearaeBO uUM. La molécule est également
capable de restaurer la voie calcineurin-NFAT ahiment bloquée par la surexpression de
DYRKZ1A (Arron et al., 2006) dans des cellules HER28n dérivé de la drogue a été produit,
la proINDY qui est plus lipophile pour sa perméadilmembranaire, ce qui permet son
évaluationin vivo. Ce dérivé a donné les mémes réesultatstro sur la Tau-pThr212 et sur la
voie calcineurin-NFAT. La proINDY a donc été admsinée a des embryons Henopus qui
présentaient des déformations au niveau des yeuwde da téte dus a une suractivité de

DYRK1A, phénotypes totalement corrigés par le éraint.

Ce méme groupe de chercheurs a tres recemmentfiglemt nouvel inhibiteur de
DYRK1A : la FINDY (Folding INtermediate-selective inhibitor of DYRK}Y (Kii et al.,
2016). Celle-ci se différencie de 'INDY par sa aappé a inhiber 'autophosphorylation de
DYRKZ1A sur son résidu Ser97 dans des cellules HEBK28nduisant a sa dégradation (IC50
=0,11 uM). En revanche, elle n’exerce aucune ietinhibitrice sur la phosphorylation de ses

substrats. FINDY a également été teéstévo dans le méme modéle embryonnaireXdeopus
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présentant les malformations associées a la swssipn de DYRK1A ou DYRK1B. De
maniére intéressante, cet inhibiteur corrige l&&npkypes du modele sur-exprimant DYRK1A
mais pas de celui qui sur-exprime DYRK1B, démorittane sélectivité élevée.

CX-4945. Cet inhibiteur synthétique a également été décourés récemment et est
plus efficacdan vitro que 'INDY ou la proINDY avec une IC50 de 6,8 nKirh et al., 2016).
Comme I'INDY, il exerce son activité d’inhibitionap compétition avec I'ATP et est capable
d’inhiber la phosphorylation des substrats de DYRKg&ls que Tau-pTh212, PS1 et APP-
Thr668, dans des cellules HEK293 qui sur-exprinteikinase. De plus, la voie calcineurine-
NFAT dérégulée par le surdosage de DYRK1A dans akules est corrigée suite a
'administration de la CX-4945. Cette drogue a égant montré son efficacit@ vivo dans le
modele de la drosophile. L’hyperactivité¢ de DYRKIdans ce modele conduit a des
malformations au niveau des ailes. Les larves asagrhile ont subi une administration
guotidienne de la drogue immédiatement apres Esaace. L'amélioration de la morphologie
des ailes a pu étre observée dés la fin des denaiises suivantes. L'inhibition de DYRK1A
par la molécule a également été vérifiee chez wheteonurin trisomique pour le geDYRK1A
humain, les TgOYRK1A)36Wjs. L'état de phosphorylation de Tau-pThr212 raweau de
I'hippocampe de ces souris a été analysé une deunerapres une seule administration orale
du composé. Les résultats ont montré que la CX-4@fBnalisait cette phosphorylation & un

niveau similaire a celui observé chez les animauntréles.

1.10.2. Les inhibiteurs de DYRK1A de source naturelle et dévés

Harmine. Cet inhibiteur est un alcaloi@lecarbolinique issu d’'une plante hallucinogéne
sud-ameéricaineBanisteriopsis caapi (Brierley and Davidson, 2012). Il agit également pa
compétition avec I'ATP et présentevitro une IC50 de 0,08 uM (Bain et al., 2007). Mais il
est capable également d’inhiber, avec une effiéanibindre, d’autres membres de la famille
des DYRKs, comme DYRK2 (IC50 = 0,9 uM) et DYRK3 8C = 0,8 uM). La capacité
d’inhibition de I'activité kinase de DYRK1A a étahldée dans des cultures de cellules HEK293
par une diminution dose-dépendante de la phosptamgld’'un de ses substrats, le facteur de
transcription SF3B1-pThr434. En outre, dans desumd8 de neurones hippocampiques,
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I’harmine bloque la formation des neurites dépetelae I'activité catalytique de DYRK1A
(Gockler et al., 2009c). D’autres travaux ont mérdr capacité de la drogue a inhiber un autre
substrat de DYRK1A, la protéine Tau sur les résifar262/Ser356, Thr231 et Ser396 dans
une lignée de neurogliomes H4. Le niveau de phagfaimn de ces sites est également
diminué suite a la suppression de I'expression YRKLA par ARN interférant indiquant que
ces résidus représentent bien des sites de phetgiimr spécifiques de la DYRK1A (Frost et
al., 2011).

Harmine

Banisteriopsis caapi

Epigallocatéchine gallate ou EGCG.Ce composé poly-phénoliqgue majeur du thé vert
est présenté comme un inhibiteur de DYRK1A efficd€&0 = 0,33 uM) (McLauchlan et al.,
2003). Contrairement aux autres inhibiteurs précdgdent décrits, 'TEGCG agit de maniére
non-compétitive avec 'ATP (Tatyana Adayev et 2006). Un traitement chronique a lEGCG
incorporé a la boisson et administré a des sats@miques, les Tg(CEPHY152F7)12Hgc, de
la période gestationnelle jusqu’a I'dge adulte miede corriger certains phénotypes associés
au surdosage de DYRK1A (Guedj et al., 2009). Iyg’d’une réduction du volume cérébral et
notamment du thalamus-hypothalamus ainsi que deolaection de la mémoire de
reconnaissance a long terme mesurée dans le tiestat®nnaissance du nouvel objet. De plus,
le traitement a 'TEGCG de cellules HEK293 induiteutiminution de la phosphorylation de
'amphiphysine-1, substrat connu de DYRK1A (Guedgak, 2009). Ces découvertes ont éte
confirmées peu de temps plus tard sur le modélenndertrisomie partielle, Ts65Dn, puis sur
les transgéniques Tg(MT1Byrkla) agés de trois mois. Suite a un traitement chrenig
'EGCG administré oralement pendant 30 jours, |t@ptissage visuo-spatial mesuré dans la

piscine de Morris ainsi que la mémoire de recorsaaise a long terme ont été restaurés.
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L'EGCG a également été testé dans le cadre dundéatinitif chez les souris Ts65Dn. Le
traitement, combiné avec un enrichissement du milieébergement, a permis de restaurer les

capacités d'apprentissage et de mémorisation \gpatiale (Catuara-Solarz et al., 2015).

Les travaux de Torre et al. en 2014 incluait égel#nune cohorte de 29 patients agés de 14 a
29 ans issus de la « Fundacio Catalana Sindrorbede » a Barcelone. lIs recevaient chaque
jour pendant 6 mois une dose orale de placeboEBBAG a 9mg/kg/jour. A la fin du traitement,
une batterie de tests mesurant différentes apstadgnitives a été effectuée. Les résultats ont
révélé un effet correcteur significatif de leur noére épisodique et de leur mémoire de travail
et une nette amélioration de leur mémoire de resieeance visuelle ainsi que de leur
comportement social. Trés récemment le compos# bofget d’une étude cliniqgue en phase
2 d'une durée de 12 mois. Les 84 participants atgslé a 34 ans ont recu comme
précédemment une dose de placebo ou EGCG a @fjmg/kavec un entrainement cognitif
supplémentaire. A la fin du traitement, une amétion significative de leur mémoire de
reconnaissance visuelle, de leur capacité de denpar inhibition et de leur comportement

adaptatif a pu étre observée (Torre et al., 2016).
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L-EGCG (Epigallocatechin Gallate)
Camellia sinensis

Leucettine 41. Cet analogue synthétique dérivé d’'un alcaloide ai@e marine (la
Leucettamine B) présente une efficacité d’inhibitsupérieure a 'Harmine et a 'TEGCG avec
une IC50 de 0,04 uM (Debdab et al., 2011). De ptusolécule se lie au site de fixation de
'ATP agissant donc de maniere compétitive. La b4ahontré un réle neuro-protecteur contre
la cytotoxicité induite par le glutamate dans deltutes neuronales hippocampiques de souris
en culture mais également contre la neuro-dégéreies induite par 'APP dans des cultures

de cellules corticales de rat (Tahtouh et al., 20’2ffet protecteur a été a nouveau démontré
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dans des souris modéles d’Alzheimer sujettes ainjeetion intra-cérébro-ventriculaire de
peptides amyloide¥(25-35). En effet, la L41 a protégé ces souris éklid cognitif induit par
la présence de ce peptide, dans la mémoire deltedl@mémoire spatiale (Naert et al., 2015).
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Leucetta microraphis

1.10.3. Tous inhibiteurs de DYRK1A mais...

Quelques défauts ont néanmoins été relevés poacunhdes inhibiteurs décrits
précédemment. En effet, la Harmine est un analdguap-carboline connue pour ses effets
hallucinogéenes et psychoactifs induisant de 'ai@xides convulsions, de I'excitation ou encore
des tremblements. Une inhibition des récepteues sefotonine et a la tryptamine par fles
carbolines seraient a I'origine de ces symptomes’gacompagnent d’ailleurs de perturbations
dans l'activité électrique cérébrale (Airaksineralet 1987; Callaway et al., 1999; Fuentes and
Longo, 1971). Il a également étée démontré que thytation degi-carbolines mimait I'activité
du métabolite neurotoxique MPP+ (1-méthyl-4-phepsthinium), qui converti en MPTP (1-
methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydopyridine), altBrsysteme dopaminergique dans le cerveau,
conduisant ainsi aux symptémes caractéristiquels. dealadie de Parkinson (Albores et al.,
1990). Analogue de ce composé, I'Harmine est damsceptible d’induire les mémes
conséguences psychiques puisqu’elle possede éguléan@opriété d’'inhiber la monoamine
oxidase-A (MAO-A). Cette derniére étant impliquéansg la régulation de I'humeur et du
comportement par son activité inhibitrice des rémeqs a la sérotonine, noradrénaline et
dopamine (Kim et al., 1997). Ces effets toxiquesoai®s a I'Harmine pénalisent donc son

utilisation chez I'animal et chez 'lhomme.

Il a d’ailleurs été mentionné dans les travaux dm Kt al. que I'inhibiteur CX-4945

avait une structure chimique sensiblement similaicelle de I'Harmine. A noter que dans ces
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travaux, la drogue n’a jamais été testée sur urnieqesuffisamment longue pour déterminer
si elle présentait des effets toxiques. Ainsi, awde leur similarité structurale, il ne peut étre
exclu que la CX-4945 présente les mémes impactstifeeque I'Harmine.

Quant a 'EGCG, il posséde une multitude de ciblesgit ainsi dans diverses activités
biologiques telles que I'apoptose, le cycle ceitelala prolifération ou encore I'angiogenese.
On retrouve également certaines cibles de 'EGGSibkes a des doses encore plus faibles que
DYRKI1A (IC50 = 0,33 uM). On peut citer par exemf@e/imentine ou encore le récepteur a
la Laminine avec une IC50 de 0,003 puM et 0,04 uspeetivement (Khan et al., 2006; Yang
et al., 2009). Le manque de sélectivité de ce capend donc difficile la compréhension des
mécanismes moléculaires sous-jacents a la restaudss phénotypes observés dans les études
précliniques et cliniques d’ores et déja réalisdlesst également important de préciser que
parmi les autres cibles de 'lEGCG, se trouventdespteurs aux cannabinoides CB1 (Korte et
al., 2010). Or ces récepteurs sont connus pourrfderdans la régulation du relargage des
neurotransmetteurs dans différentes aires du cenedlas que le cortex préfrontal ou encore
I'hippocampe. lls contrélent donc les processuppfantissage et de mémorisation ainsi que
la maintenance de I'humeur (Freund et al., 2003is®¥i and Nicoll, 2002). Ainsi, une
interaction anormale avec les récepteurs CB1 peamatiguement déréguler I'activité
synaptique entrainant des modifications dans lepcotement. Ce fut d'ailleurs le cas pour le
Rimonabant, un produit développé pour lutter cofbleesité, qui agit comme agoniste inverse
des récepteurs CB1. Celui-ci a été retiré du masciit® a ses graves effets secondaires qui
dans les cas les plus sérieux ont mené a des apdession et de suicide. Enfin, une étude
sur une colonie de souris non consanguines a rqualée administration quotidienne pendant
trois jours dEGCG a 50 mg/kg entrainait une taéidiépatique sévere dans 16% des cas
(Church et al., 2015). Ceci refléte les signesalias observés sur trente-quatre individus ayant
consommeé divers produits enrichies en thé verteebh®99 et 2008 et qui ont déclaré des
hépatopathies (Mazzanti et al., 2009).

Enfin, ni FINDY / FINDY, ni la Leucettine 41 n'onété jusqu’a présent caractérisés dans
le modele animal. Le seul avantage a noter pouelgettine 41 (IC50 = 0,04 uM) est qu’'elle
présente une efficacité d’inhibition supérieure daxx autres inhibiteurs synthétiques I'INDY
et FINDY (IC50 = 0,24 uM et 0,11 uM respectivemehf caractérisation de la Leucettine 41

et de ses dérivés dans le modele murin fera dobgel de cette thése.
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1.11. Le projet

On estime qu’environ 60 millions de personnes setiiellement porteuses de T21 dans le
monde, dont 50 000 en France. La déficience imtelédle qui les touche est un des traits
caractéristiques les plus handicapants pour laquetidienne de ces patients. Outre la
caractérisation des altérations mnésiques assoea@eSD décrite dans les paragraphes
précédents, une récente étude néerlandaise d2@ienfants porteurs de T21, depuis leur tres
jeune age jusqu’a I'age de 10 ans, afin de détenmiendegré d’altération dans les fonctions
d’adaptation qui contrdlent leur vie de tous lesrgo(Marchal et al., 2016). Les résultats ont
montré que ces enfants présentaient une tres lagtitede a la socialisation qui sous-entend
les relations sociales et amicales ou encore lanticppation aux activités de loisir. En
revanche, ils possédaient de grandes difficultés dies capacités de communication c’'est a
dire l'utilisation quotidienne du langage réceptitpressif et écrit. Enfin, leur faculté a exercer
les activités de la vie quotidienne ou a s’adapiex différentes situations qu’impose le
guotidien, était également fortement diminuée. @eBvités comprennent les taches qui
demandent une prise en charge de soi-méme teleseqoourrir, faire sa toilette ou encore se
vétir. Il s'agit également de leur capacité a adoph comportement vigilant face aux dangers
potentiels, ou encore de comprendre la notion ohjpseet de I'argent. Grace aux avancées de
la médecine et aux progrés concernant la priséharge des personnes atteintes de T21, leur
espérance de vie a progressé jusqu’a I'age de@aamos jours, période a laquelle apparaissent
hélas les signes de démence qui viennent alorsdideur handicap d’origine.

Réussir a améliorer les performances intellectaalks patients atteints de T21 représente
donc un enjeu majeur pour leur permettre d’acqudliis d’'indépendance, une meilleure

intégration sociale et ainsi, une qualité de viékonée pour eux-mémes et pour leur famille.

Les données de la littérature décrites dans cetteduction ont clairement démontré
'implication de DYRK1A dans les déficiences cogdydts associées a la T21 ainsi que l'effet
bénéfique de son inhibition sur la correction déficits de capacités mnésiques. Mon projet de
these s’est inscrit dans la caractérisation d’indilbss plus sélectifs de DYRKI1A, les
Leucettines, synthétisés et optimisés par la sfare biotechnologie ManRos Therapeutics.
Ces inhibiteurs ont été testés dans différents leeddsomiques murins exprimant une seule
copie surnuméraire de DYRK1A (Tgyrkla)), ou possédant également d’autres génes
homologues au chromosome 21 humain (Ts65Dn et DplYa finalité de cette recherche est

triple : (1) établir la preuve de concept que libiion pharmacologique de DYRK1A
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compense les déficits mnésiques lies a la T21,p&)nettre de mieux comprendre les
mécanismes sous-jacents aux altérations mnésiquess all surdosage de DYRKI1A, et (3)
surtout, participer a lidentification et a la wddition d’un candidat médicament capable

d’améliorer les fonctions cognitives des patientsiats de Trisomie 21.
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2. MATERIELS ET METHODES
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2.1. Les animaux

2.1.1.Hébergement

Les animaux sont manipulés sous I'agrément du téod¥thique local (n°17) et sous
accord du Ministére de I'éducation nationale, @mdeignement supérieur et de la recherche.
Le Dr. Yann HERAULT posséde donc l'accréditatioruptes expérimentations de ce projet
sous les numéros APAFIS #5331 et #3473. Pour Esitekts, les souris sont hébergées dans
une animalerie exempte d’organismes pathogenedigpés. Elles bénéficient en outre d’'un
accesad libitum a la nourriture et a I'eau. Enfin, I'éclairagelamiéere artificielle est réalisée

pendant 12h a partir de 7h du matin.

2.1.2.Génotypage des animaux

2.1.2.1. Digestion tissulaire et extraction d’ADN

Toutes les souris utilisées dans cette etudegsamdtypées de la maniére suivante: une
biopsie de queue prélevée dans les dix jours sulaamaissance est digérée dans 100 pl de
tampon de lyse (Viagen #102-T) supplémenté de BeuProtéinase K a 10 pug/pl (Thermo
Scientific, #£00491). Les échantillons sont ensuiteibés a 56°C dans un bain-marie sur la
nuit. Une fois les biopsies digérées, elles sottliges a 88°C durant 1h afin d’'inactiver les
protéases. Enfin, les tubes sont centrifugés péridamnn a 13.000 rpm et le surnageant utilisé

pour la réaction de PCR.

2.1.2.2. Amplification du fragment d’ADN d'’intérét par PCR

Entre 150 pg et 300 pg d’ADN sont mis en présefaetampon de réaction 1x (Roche,
#10356000) et de 10 uM de dNTP, de 5 U/L de Tagrpétase (Roche, #14647428). Dix
micromoles de chaque amorce servant a I'ampliicaties fragments d’ADN d’intérét sont
ajoutées. Ainsi, pour le génotypage des animawmsgi@niques sur-exprimant DYRK1A, les
Tg(Dyrkla), les amorces suivantes ont été utilisées : Dy(KGG GCC AAG CAG TTA
GGA GTT T) et Bacll-R (CCA TGA TTA CGC CAA GCT ATTAG G) destinés a
'amplification des fragments d’ADN mutant, ainsiegFez-L (GCT TCG GGA GCA GGT

53



ACC CTA T) et Fez-R (CAA GAT CTG AGG CTC GCC AAG Tgstinés a I'amplification
des fragments d’ADN sauvage. Pour le génotypagealess Dp(16)1yey, il s’agit des amorces
Yey-F (TAT TAG GAC AAG GCT GGT GG) et Yey-R (GTC AGGGT TGT GAC TTG
TG) qui sont nécessaires. Le mélange est compléte de I'eau ultra-pure dans un volume
final de 15 pl et la réaction est effectuée danthermo cycler. Les étapes de dénaturation de

’ADN, d’hybridation des amorces et d’élongationd&oulent comme suit selon les modéles :

Lignée TgDyrkla) Lignée Dp(16)1lyey
94°C 5 min 95°C 2 min
94°C 30s 95°C 20s
60°C 30s 35 fois 60°C 20s 35 fois
68°C 1 min 72°C 30s
68°C 10 min 72°C 7 min

Ces trois étapes sont répétées 35 fois avant diimht@ minimum de 50 pg de copies de
séquences d’ADN d’intérét.

2.1.2.3. Electrophorese sur gel d’agarose et révélation audV

La migration des produits de PCR s’effectue pactébphorese sur gel d’'agarose a 2%
en présence de 2 ul de BET (Euromedex #EUO0O070).mimimum de 50 pug d’ADN
supplémenté de tampon de charge est déposé sefrlgehigration conduite a 130 V pendant
une demi-heure. Le gel est ensuite révélé sous-uldtets. Ainsi, le fragment d’ADN
correspondant aux souris Tyfrkla) est détecté a 230 pb, tandis que celui des saunsge
'est a 180 pb.
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2.2. Traitement aux Leucettines

Chaque Leucettine (L41, L71 ou L3), réceptionn@gssorme de poudre, est mise en
solution dans du DMSO a une concentration de 40mpg@liquotée et stockée a -20°C. La
solution injectable est préparée extemporanémesst €onstituée de Leucettine/PEG300/NacCl
0.9%, 5/50/45 (v/viv). La Leucettine est remplapae du DMSO lors de la préparation de la
solution véhicule. Le traitement est administré animaux de maniére quotidienne, par voie
intra-péritonéale (i.p), & une concentration denP Leucettines/kg. La durée du traitement
dépend de I'étude menée : I'injection peut étrejuailorsque I'on étudie la pharmacocinétique
de la molécule par exemple, ou s’étendre sur & 19 jours lors de I'étude de la rémanence

de I'effet de la drogue.

2.3. Tests de comportement. I'OPR (« Object Place
Recognition ») et le NOR (« Novel Object Recognitin»)

2.3.1.Phase d’habituation a I'expérimentateur

Quinze jours avant de passer les tests de conmpemte les souris sont habituées a étre
manipulées, afin d’éviter tout stress provoqué lpgrrésence de I'expérimentateur pouvant
constituer un biais durant les tests. Ainsi, lestgede préhension sont réalisées tous les jours

pendant 2 minutes par souris.

2.3.2.Matériels

Les tests de comportement sont réalisés soitulambassine ronde blanche et opaque,
de 53 cm de diamétre pour le NOR, soit dans uneimtgccarrée gris clair et opaque de
dimensions 44 x 44 x 38 cm pour 'OPR mais auski®dR. Cette derniére comporte une bande
blanche traversant horizontalement une des paml&akEne, faisant office de repére spatial.
Chaque aréne est placée dans une piece d’expéaitioentidéo trackée, éclairée a 43 Lux et

isolée de la salle de contrble et des cages d’bébeant. Les objets utilisés sont une paire de
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dés et de billes. L’'aréne et les objets sont nétay I'alcool 50% apres chaque passage de

souris.

2.3.3.La reconnaissance de nouvel objet ou Novel ObjectelRognition
(NOR)

Le test du NOR est basé sur la tendance natudelerongeurs a explorer plus
intensément un objet qui leur parait nouveau, gpport a un objet qui leur est déja familier.

C’est la mémoire de reconnaissance qui est alossir@e dans ce test.

Les deux premiers jours du test du NOR sont caésat une phase d’habituation a
I'arene. Ainsi, chaque jour a tour de réle, unersoesst placée dans la bassine pour une durée
de 15 minutes avant d’étre remise dans sa cagéelgpeément. Le troisieme jour constitue la
phase de présentation des objets : une paire t'l¥e ou billes) est alors disposée et fixée
dans la bassine de maniere équidistante des p&ioéjue souris est alors libre de prendre
connaissance des objets pendant 10 minutes. Vilagtegheures plus tard, ati"&jour du test,
un des objets familiers de la veille est remplaae yn nouvel objet (dés ou billes). C’est
pendant ces 10 minutes de test que I'on va alosuraele temps d’exploration de la souris
pour chacun des objets. Le choix des objets aumsi’@mplacement du nouvel objet a droite
ou a gauche de I'objet familier, est randomisérppport au génotype et au traitement. A noter
gue ce test a également pu étre réalisé suitesaddd’OPR décrit ci-apres. Il se déroule alors
le 5™ jour, dans I'enceinte opaque carrée suivant le enprotocole que pour la bassine

blanche.
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2.3.4.La reconnaissance du nouvel emplacement de I'objelu Object
Place Recognition (OPR)

Le test de 'OPR est basé sur la tendance naudsbs rongeurs a explorer plus
longuement un objet qui aurait changé de placergmport & un objet identique qui n’a pas été

déplacé. Ce test permet de mettre en évidencer@irespatiale chez la souris.

Comme précédemment, les souris sont d’abord egjattine phase d’habituation de 15
minutes sur les deux premiers jours du test. Lisiénme jour, une paire d’objet (dés ou billes)
est présentée a chaque souris pendant 10 minwdes.|@nceinte, les objets sont disposés de
la maniere suivante : un des deux items est fidgode ou a gauche de la bande blanche, a 6
cm du bord de la paroi ou se trouve cette derniéa@tre objet identique est placé de maniere
centrée & 6 cm du mur opposé a celui du reperabpgtrés 24h de rétention, I'item situé du
c6té du mur opposé au repére spatial est rameaédchg ou a droite de la bande blanche, a
équidistance de celle-ci avec I'objet qui n'a p&&s déplacé. Le choix de la paire d’objets et
'emplacement a gauche ou a droite du repére $eatidéfini de fagon randomisée par rapport

au génotype et au traitement.

2.3.5.Traitement des données et analyses statistiques

Chaqgue test est réalisé en aveugle pour le géaetyle traitement. Les souris n’ayant
pas exploré plus de 3 secondes les objets lora geékentation ou du test sont exclues de
I'étude. L’acquisition des données est effectuédeiogiciel EthoVision XT, et les analyses
statistiques par GraphPad Prism (two-way ANOVA, Kieycpost-hoc).

2.4. Pharmacocinétique et biodistribution de la L41:
préparation des échantillons
La pharmacocinétique et la biodistribution de 4 ldans des animaux sauvages, ont
ete etudiées a différents temps apres administratnique de 20 mg L41/kg par voie intra-

péritonéale: 10 mn, 20 mn, 30 mn, 60 mn, 2 h,&1n,24 h, 48 h, 96 h, 192 h. Apres chaque

temps (n=3 souris par point), les animaux ont tegisurdose de pentobarbital et le sang a été
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prélevé par voie rétro-orbitale. Les cerveaux aétperfusés avec du PBS pour 6ter le sang
résiduel, puis prélevés, cryocongelés, et enfirfiésra la société TechMed pour le dosage de
la L41 dans le plasma et le cerveau.

2.5. Etude phosphoprotéomique : I'analyse des données

L’hippocampe, le cortex et le cervelet des anim@iggDyrkla) et Ts65Dn agés de 3
mois ainsi que leurs contrbles respectifs, traiéson a la L41 (20 mg/kg) pendant 19 jours
en i.p, ont été prélevés, cryocongelés et envoyeéssaollaborateurs les Dr. Spiros Garbis et
Dr. Antigoni Manousopoulou (Université de Southaompt UK) pour l'analyse du
phosphoprotéome. Les substrats potentiels direc@YRK1A ont pu étre identifiés dans le
phosphoprotéome en utilisant le motif consensyshdsphorylation de DYRK1A, a savoir R-
P-x(1,3)-S/T-P. Les données générées ont été sesraisin premier classement selon leur
fonctions biologiques a l'aide de I'application TdRuster (Correction Bonferroni, p-value
cutoff 0,05). Ce classement prenait en compte hespho-protéines dont la phosphorylation
était augmentée ou diminuée dans les deux model@2t mais aussi inversement modulées
par le traitement a la L41. De plus, seuls les gssas biologiques communs aux trois régions
du cerveau et aux deux modeles ont été représéu@at aux interactions protéine-protéine,
elles ont été identifiées avec I'outil STRING. Enfia représentation graphique en réseau a été

effectuée avec le logiciel Cytoscape.

2.0. Fractionnement subcellulaire

2.6.1.Isolation de la fraction nucléaire

L’isolation de la fraction nucléaire a été réatisepartir de cerveaux entiers de souris
sauvages agees de 3 mois. Les tissus ont été idssotaide du kit ProteoExtract Tissue
Dissociation Buffer kit (CalbioChem #539720). Levaau est tout d’abord déchiqueté dans 10
ml de tampon de lyse constitué de Buffer 10x dileés de I'eau pure supplémenté de trypsin
0,25% (1 ml/ 100 g de tissu). Une fois le cervealuit en petits morceaux, celui-ci est mis a

agiter sous rotation douce a 37°C dans le mémedarde lyse pendant 50 min. Le mélange
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est ensuite reflué une dizaine de fois a I'aidend’seringue stérile 23G. Puis le lysat est filtré
a travers un tamis cellulaire de 70 pm et 3-5 %&cHllules sont centrifugées a 4°C pendant 5
min a 1.800 rpm. Le culot est alors resuspendu 8ansd’une solution de lavage contenant
du Buffer 10x dilué dans de I'eau pure et additédfinhibiteurs de protéases fournis dans le
kit. L’ensemble est a nouveau centrifugé a 4°C pah8 min a 1.800 rpm. L’enrichissement
de la fraction nucléaire a partir du culot estisgalgrace au kit ProteoExtract Subcellular
Proteome Extraction kit (CalbioChem #539790). Lasadétillons sont maintenus a 4°C tout au
long du protocole suivant. Le culot est repris damal de tampon de lavage approprié, et la
suspension est centrifugée pendant 10 min a 30Cetfe étape de lavage est répétée 2 fois.
Puis, le culot est doucement resuspendu dans 50@e pBuffer | additionné de 2,5 ul
d’inhibiteurs de protéases du kit. Le mélange astige incubé pendant 10 min sous rotation
douce puis centrifugé pendant 10 min a 1000 rcéureageant transféré dans un nouveau tube
constitue la fraction cytosolique. Le culot restesit a nouveau repris dans 500 ul de Buffer Il
en présence de 2,5 ul d’inhibiteurs de protéasastalétre incubé sous rotation douce pendant
30 min. Puis I'échantillon est centrifugé a 6.060durant 10 min et le surnageant est récupéré
dans un nouveau tube correspondant aux membranagaelles. Quant au culot, il est
resuspendu dans 250 pl de Buffer Il additionn &eul d’inhibiteurs de protéases ainsi que
de 0,75 ul de benzonase. Le mélange est soumis agitation douce pendant 10 min avant
d’étre centrifugé a 7.000 rcf pendant 10 min. Lenageant récolté représente la fraction
nucléaire. Enfin, le dernier culot est repris d2b® pl de Buffer IV additionné de 2,5 ul
d’inhibiteurs de protéases et constitue la parysguelettique. Durant cette étude, les
fractions représentant les membranes et orgaratiesque le cytosquelette ne contenaient pas
assez de protéines pour permettre la détectiopmsines d'intérét par western blot. Ainsi,
ces 2 fractions ont été rassemblées avec le comeaitcytosolique pour obtenir finalement

une fraction nucléaire isolée du reste de la a=llul

2.6.2.Isolation de la fraction synaptosomale

L’enrichissement en synaptosomes a été réalisita ge cerveaux entiers de souris
sauvages agées de 3 mois, a l'aide du kit Syn-P#ERfEic Protein Extraction Reagent
(Thermo Scientific, #87793). L’échantillon est tadiabord lysé mécaniquement avec un
homogénéisateur de type Potter dans 2 ml de SynfRé&dgent additionné d’inhibiteurs de
protéases (Roche, #11873580001). Apres une dizHaler-retour au Potter, le lysat est
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transféré dans un tube 2 ml et centrifugé a 4°@aeinl0 min a 1 200 rcf. Cing cent microlitres
sont ensuite mis de c6té, qui correspondent a ldggmat servant de contrdle positif lors de la
future vérification de la purification des fract®subcellulaires par western blot. Le reste du
tissu lysé est récupéré dans un autre tube 1,5 souenis a une nouvelle centrifugation a 4°C
pendant 20 min a 15.000 rcf. Le surnageant ess &iansféré dans un nouveau tube eppendorf,
il correspond a la fraction cytosolique. Le culohstituant la fraction des synaptosomes, est
repris dans 250 ul de Syn-PER Reagent avec |asit@his de protéases.

2.6.3.Confirmation de la purification des fractions par western blot et

guantification de I'expression de DYRK1A.

La purification des fractions a été confirmée pamuno-détection des protéines
spécifiqgues de chaque compartiment subcellulaéieega la technique du western blot. Ainsi,
les échantillons sont mis en présence d’'un tamgochdrge contenant I'agent réducteur DTT
(ThermoFisher #39000) puis dénaturés a 95°C peridani. Vingt microgrammes de chaque
fraction ainsi que de ’'homogénat sont ensuite dépaur gel d’acrylamide 10% SDS-PAGE.
La migration s’effectue sous électrophorese a 56Mlpnt 2h30 dans un tampon de migration
composeé de Tris-Glycine-SDS [25 mM Tris, 192 mM ¢he, 0,1% SDS]. Les protéines sont
ensuite transférées sur une membrane de nitraosdiidous I'effet d’un courant électrique de
110V pendant 1h30 dans le méme tampon additionr#&%ed’éthanol pur. Aprés transfert,
les membranes sont saturées avec du lait en pé&tligendant 1h30 a température ambiante
avant d’étre incubées a 4°C pendant la nuit ave@teicorps suivants : DYRK1A (Abnova
#H00001859-M01, 1 :1000), H2B (produit au servieegpdoduction d’anticorps de I'lGBMC,
1:1000), PSD95 (Abcam #ab18258, 1:1000), GLUR1 I{Mite #abl1504, 1:1000),
SYNAPSIN1 (Abcam #ab64581, 1:1500), CYCLIN L1 (puddau service de la production
d’anticorps a I'lGBMC, 1:700)B-ACTIN (Sigma #A3854, 1:100.000). Les membraneg son
ensuite lavées pendant 3 x 5 min avec une soldigomBS-Tween 0,1%, puis sont incubées
avec un anticorps secondaires anti-lapin (Molecpiabes #A16096, 1:5000) ou anti-souris
(Dako #P0448, 1:5000) couplé a 'HRP a tempérammdiante pendant 1h. Enfin, les
membranes sont a nouveau lavées au TBS-Tween @af3x 5 min et les protéines révélées
par chimiluminescence a l'aide du kit Clarity® Wegst ECL Substrate (BioRad #170-5061).
Les photos sont acquises avec I'imageur Amershaagém600 et la densité du signal mesurée

dans ImageJ.
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2.7. Co-immunoprécipitation

2.7.1.Extraction des protéines

Les protéines sont extraites a partir de demiezaux frais de souris sauvages agees de
3 mois a l'aide de tubes a lyse Precellys® dansnil.2le solution RIPA supplémentées
d’inhibiteurs de protéases, de 2.4 mM de sodiutmoednadate et de 4.8 mM de PMSF (Santa
Cruz sc-24948A). Aprés un broyage mécanique a 5fd(endant 2 x 15 sec, les échantillons
sont centrifugés a 4°C pendant 30 min a 14.000 pans, 1 ml de surnageant est récolté dans

un nouveau tube.

2.7.2.Co-immunoprécipitation des protéines d’intérét

Deux microgrammes d’anticorps anti-DYRK1A (Abno¥#&l00001859-M01), anti-
KIF2A (Abcam #ab37005), anti-NMDAR2B (Abcam, #ab83), anti-PSD95 (Abcam,
#ab18258) ou anti-SYNAPSIN1 (Abcam #ab64581) sgmitas a I'extrait protéique qui est
ensuite incubé a 4°C pendant 1 h sous rotatioe.l&ht aliquot du reste de surnageant est mis
de c6té pour étre utilisé comme contrdle de I'hoémag dans les futurs western blots. Pendant
ce temps, 20 pl de billes de protéine G -agaraserswes trois fois avec une solution de lavage
(50 mM Tris (pH 7.4), 5 mM NaF, 250 mM NaCl, 5 mNDEA, 5 mM EGTA, 0.1% Nonidet
P-40 et cocktail d’'inhibiteur de protéases 25X (Ro&11873580001). Les billes sont ensuite
ajoutées au lysat et incubées sous rotation doandamt 30 min a 4°C. Aprés une bréve
centrifugation & 10 000 rcf pendant 1 min, le sgezent est retiré, et 'immuno-précipitat est
lavé 3 fois avec la solution de lavage puis regaiss 150 ul de cette solution avant I'analyse

par western blot.

2.7.3.Mise en évidence par western blot

La protéine immuno-précipitée ainsi que les pragicomplexées sont ensuite mises en
evidence par western blot. Ainsi, 50 pl d’échaotill’immunoprécipitation ainsi que 20 pg
d’homogénat sont déposés sur le gel. Les anti@mp$DYRK1A (Abnova #H00001859-M01,
1:1000), anti-KIF2A (Abcam #ab37005, 1:10 000),i-ADAR2B (Abcam #ab65783,
1:500), anti-PSD95 (Abcam #ab18258, 1:1000), 8WINAPSIN1 (Abcam #ab64581,
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1:1000), anti-CAMK2A (Thermo Fisher #PA5-14315, A0D), anti-SYNGAP (Santa Cruz
#sc-33598, 1:500) and anti-GAPDH (Thermo Fisher #vI&738 1:3000) ont été utilisés pour
I’hybridation.

2.8. Mesure de I'activité kinase

2.8.1.Immunoprécipitation des kinases

Les protéines issues de demi-cerveaux cryocondeanimaux d’intérét sont dans un
premier temps extraites dans le tampon de lyseastive0 mMB-glycérophosphate, 15 mM
p-nitrophenylphosphate, 25 mM Mops (pH 7,2), 15 lHHGTA, 15 mM MgCI2, 2 mM
dithiothreitol, 1 mM sodium orthovanadate, 1 mM ismdl fluoride, 1 mM phenylphosphate
disodium et des inhibiteurs de protéases (Roch&37#3580001). Les protéines sont ensuite
dosées avec le kit Pierce BCA protein assay (Thédfisiver #23225). Ainsi pour chaque série
de dosage, la méme quantité de protéines eseatiisur immunoprécipiter la kinase d’intérét.
L’'immunoprécipitation est réalisée suivant le poutie 2.7.2 en utilisant 0,8 pug d’anticorps
anti-DYRK1A (H00001859-M01). Une fois la protéineYRK1A immunoprécipitée, le
surnageant est récupéré pour procéder a 'immunigitation de GSKB en I'incubant avec
0,8 ng danticorps anti-GSK3(MBS8508391). Tous les culots contenant les pmetgi
immunoprécipitées sont repris dans 22,5ul de tanGp@0 mMp-glycérophosphate, 30 mM
p-nitrophenylphosphate, 25 mM MOPS (pH 7,2), 5 mi@TA, 15 mM MgClI2, 2 mM
dithiothreitol, 0,1 mM sodium orthovanadate, 1 mMepylphosphate).

2.8.2.Mesure d’activité kinase par radioactivité

Une fois DYRK1A et GSKB immunoprécipitées, I'activité catalytique de casakes
est estimée par un dosage radioactif. Pour cel®RHIMA est incubé avec 2,5 pl de peptide
substrat Woodtide KKISGRLSPIMTEQ (0,98 mM / esgai)présence de 15 uM d’ATP et de
(v-*P) ATP (0,36 pCi/ essai) dans un volume final @@RB. La réaction commence par I'ajout
des 5 pl du mélange ATP(y2°P)-ATP. Les tubes sont incubés dans un bain-ma3k¢¥& et
agités régulierement toutes les 2 minutes. Apregndtutes d’incubation, les tubes sont

centrifugés brievement pendant 10 sec a 10.000 Vjimgt-cing microlitres de la réaction sont
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alors transférés sur une membrane de phosphocal@Rerkin EImer #1450-421). Aprés une
succession de 3 lavages pendant 5 min dans ddd’abiosphorique a 1%, les membranes sont
déposées dans des tubes de comptage auxquelgosnés 2 ml de liquide de scintillation. La
radioactivité absorbée sur les filtres de phosphdose est mesurée pendant 1 min par
échantillon dans un compteur a scintillation (BeaknCoulter). Elle reflete I'incorpation ge

33p dans les substrats et donc I'activité catalytidegkinases. La méme procédure est réalisée
pour doser la GSKBdont le peptide substrat est YRRAAVPPSPSLSRHSSHHIEEE.

Pour I'étude de la phosphorylation de la protéiV®SPSINE 1, KIF2A et NR2B, le méme
protocole a été utilisé en utilisant 50 ng de pr@@®YRK1A recombinante (Thermo Fisher
#PV3785) et 0,98 mM des peptides suivants :

SYN-1-tide RQSRPVAGGPGAPPAARPPASPSPQRQ,
SYN-1-S551A RQSRPVAGGPGAPPAARPPAAPSPQRQ,
SYN-1-S553A RQSRPVAGGPGAPPAARPPASPAPQRQ.
KIF2A-tide SQGGGSRPDLSPSYDYDD FS

N2RB-tide KNRNKLRRQHSYDTFVDLQK

2.9. Comptage vesiculaire en microscopie électronique a

transmission

2.9.1. Préparation des échantillons

Les cerveaux des souris Dyfkla) traitées (n=3) ou non a la L41 (20mg/kg) (n=3)
pendant 19 jours en i.p ainsi que les contrélgsedss (n=3) ont été perfusés au PBS puis au
PFA 4%. Les cerveaux prélevés ont ensuite été foass un bain de PFA 2,5% et
glutaraldéhyde 2,5% dilués dans une solution dedydate a 0,1 M, pH 7.4. Les échantillons
sont & nouveau fixés dans 1% de tetroxide d’osnmulilce dans 0,1 M d’une solution de
cacodylate pendant 1 h a 4°C puis incubés dans'&gétdte d’'uranyle pendant 2h a 4°C. Puis
ils sont déshydratés par une succession de baatsod! (50, 70, 90 et 100%) additionnés
d’oxide de propylene, pendant 30 min. Apres indaogians de 'Epon 812, des coupes semi-
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fines frontales de 2um sont réalisées, suiviesodpes ultra-fines de 70 nm. Les coupes sont
ensuite contrastées avec de l'acétate d'uranylgbservées en microscopie électronique a
transmission Morgagni 268D.

2.9.2.Prise d'images et quantification

Les images des vésicules présynaptiques ont &@uss a un grossissement de 31.000
X. Environ 100 images par condition de génotypéestraitement ont été nécessaires pour
permettre I'analyse statistique. Seules les codpesieurones myélinisés ont été retenues. De
plus, les boutons terminaux présynaptiques préseplasieurs jonctions post-synaptiques ont
eté exclues de I'analyse. Les vésicules ont égciment comptées sur les photographies et
leur densité exprimée en nombre de vésicules p&ramdivisant ce nombre par l'aire du
bouton présynaptique. Le comptage et la mesuréaile te la partie terminale a été réalisé

avec le logiciel Image J.
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3. RESULTATS
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A. Mode d’action de la L41

Le premier objectif de ce projet a été de carasxéiie mode d’action de la L41. Ainsi, j'ai
étudié(1) sa pharmacocinétique et sa bio-distribution pae rtra-péritonéale(2) son effet
chez différents modéles murins males et femeligsrtiques dans les tests de I'OPR et du
NOR suite a un traitement de 19 jours mais égale@@mpour des durées plus courtés) la
rémanence de son effet sur l'activité catalytique EYRK1A et sur les performances
mnésiques des souris trisomiques 24 h et 48 h dareé&t d'un traitement de 19 jour) son
effet sur l'activité kinase de DYRK1A en fonctiore da dose, et enfin6) sa distribution

subcellulaire.

3.1. Pharmacocinétique et biodistribution de la L41 sui a

une injection intra-péritonéale

La pharmacocinétique et la bio-distribution de 4l la été établie suite a une injection
par voie intrapéritonéale de 20 mg de L41 /kg ddes animaux sauvages (n=3) et
transgéniques (n=3). Les résultats montrent quehai-vie plasmatique de la molécule est
d’environ 45 minutes. La L41 traverse la barriééenato-encéphalique, atteint sa concentration
maximale (0,23 nmol / cerveau) dans le cerveau Blutes apres l'injection et disparait
completement de la circulation sanguine et du @ervaprés 24 hFgure 10). Aucune
différence dans la pharmacocinétique ni dans ladlssibution de la drogue n’a été observée

entre les animaux transgénigues et les controlesagas.
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Figure 10. Concentration de la L41 dans le plasma et dansdesreau des animaux
sauvages (wt) et T@yrkla).
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3.2. Effet de différentes Leucettines dans les tests H®PR et

du NOR dans plusieurs modeéles murins de la T21

Avant le début de ma these, la preuve de conagit @&ja commencée a étre établie
dans le test du NOR avec une des Leucettines,ladahs les modeles murins Dytkla)
et Ts65Dn, par le Dr. Arnaud Duchon. A mon arridées le laboratoire, j'ai pu poursuivre
I'étude sur les Tdyrkla) dans le test du NOR mais également dans 'OPRetamche,
faute de disponibilité des souris, je n'ai pu né@tdes tests concernant les Ts65Dn. Ainsi,
pour une meilleure compréhension des résultatgaqntisuivre, les données associées aux

Ts65Dn obtenues avant le début de ce projet ohtdmméme été intégrées.

3.2.1.Effet de la L41 dans le test de 'OPR chez les m&leet femelles
Tg(Dyrk1a)

La mémoire spatiale a été mesurée avec le tesO8&RIdans les souris sauvages et
Tg(Dyrkla) traitées (T) ou non traitées (NT) a la L41 (20 figy) pendant 19 jours en i.p.
(Figure 11). Le temps passé sur I'objet déplacé (Do) et caluil’objet familier non déplacé
(Fo) pour chaque groupe d’animaux sauvages tr@ités, n = 15 pour les males ; n = 15 pour
les femelles) et non traités a la L41 (wt NT, n7/=pbur les males, n = 13 pour les femelles), et
transgéniques traités (Tg T, n = 10 pour les mahes 14 pour les femelles) et non traités a la
L41 (Tg NT, n = 10 pour les méles ; n = 15 pourfiaselles) a été calculé et représenté en
pourcentage d’exploration. Les animaux males eeflas wt NT (40% Fo et 60% Do, p =
0.003 pour les méles ; 45% Fo et 55% Do, p = 0B [es femelles) et T (41% Fo et 59% Do,
p = 0.02 pour les males; 36% Fo et 67% Do, p HDP.Pour les femelles) explorent
significativement davantage I'objet déplacé qubejed familier, indiquant que la mémoire pour
I'objet non déplacé est bien présent. Au contré@e g NT passent autant de temps sur chacun
des objets (47% Fo et 53% Do p = 0.62 pour les &% Fo et 48% Do, p = 0.31 pour les
femelles), suggérant un déficit de la mémoire gpmtiCe défaut ne semble pas étre corrigé
chez les souris méles ou femelles Tg T (54% F®&% Bo, p = 0.11 pour les males ; 47% Fo

et 53% Do, p = 0.48 pour les femelles).

La L41 n'a donc pas d’effet sur la mémoire spattdilez les souris TByrkl1a).
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Figure 11. Effet de la L41 sur la mémoire spatiale des solm$Dyrkla) mesurée dans
le test de 'OPR. * p < 0.05, ** p < 0.01, ns noigsificatif.
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3.2.2 Effet de la L41 dans le test du NOR chez les males femelles
Tg(Dyrkla)

Apres un traitement quotidien de 19 jours a la (20Lmg/ kg) ou au véhicule, les souris
wt NT (n = 16 pour les males ; n = 12 pour les fis@sg wt T (n = 15 pour les males ; n = 15
pour les femelles), Tg NT (n =9 pour les méales=;Ib pour les femelles) et Tg T (n = 10 pour
les males ; n = 15 pour les femelles) ont passésiedu NOR permettant la mesure de leur
mémoire de reconnaissandggure 12). A noter qu’une dernieére administration est dfiée
une demi-heure avant le début du test. Ainsi,fgpepasse a explorer le nouvel objet (No) et
'objet familier (Fo) a été calculé et est reprdéeni-dessous en pourcentage du temps
d’exploration. Les résultats montrent que les soméles et femelles wt NT (34% Fo et 66%
No, p = 2.1 pour les males ; 41% Fo et 59% No, p = 0.04 pesifémelles) et wt T (32% Fo
et 68% No, p = 1.10pour les males ; 35% Fo et 65% No, p = #.pour les femelles) sont
capables de reconnaitre le nouvel objet par ragplwbjet familier. Ce qui n’est pas le cas des
Tg NT qui montrent un déficit significatif dans femnémoire de reconnaissance (49% Fo et
51% No, p =0.43 pour les méles ; 47% Fo et 53%pN00.31 pour les femelles). En revanche,
les Tg T, traitées avec l'inhibiteur de DYRK1A, sSissent a différencier le nouvel objet de

'ancien (38% Fo et 62% No, p = 0.003 pour les mal@8% Fo et 62% No, p = 0.001 pour les
femelles).

Ces résultats démontrent que la L41 restaure laaginérde reconnaissance chez le modéle
murin TgDyrkla).
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Figure 12. Effet de la L41 sur la mémoire de reconnaissanes animaux Tddyrkla)
mesurée dans le test du NOR. * p < 0.05, ** p <10.®* p < 0.001, ns non significatif.
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3.2.3.Effet de la L41 dans le test du NOR chez un premienodele plus
complexe de T21 : les Ts65Dn

L'effet de la L41 a été étudié dans un premier neog@éus complexe de la T21, les Ts65Dn
(Ts) et dans les souris contréles correspondabéemémoire de reconnaissance des animaux
wt NT (n=10), wt T (n =8), Ts NT (n =9) et TYfi = 11) a ainsi été mesurée dans le test du
NOR suite a une administration quotidienne pend@njours, en i.p., de L41 (20 mg/kg)
(Figure 13). Trente minutes avant le test, les souris ont sub derniére injection. Comme
indiqué sur le graphe ci-dessous, les souris wf38% Fo et 62% No, p = 0.003) et wt T (39%
Fo et 61% No, p = 0.005) montrent bien une préf@&grour le No que pour le Fo. Les Ts NT
(43% Fo et 57% No, p = 0.08) sont déficitaires dantest puisqu’elles ne discriminent pas les
deux objets. En revanche, les Ts T (39% Fo et 61%pN= 0.01) passent plus de temps a
explorer le No que le Fo, suggérant que le souxdmitancien objet a été préservé.

Ceci indique que la L41 est également capable deggeo significativement la mémoire de

reconnaissance dans ce test du NOR chez un modéie ae T21 plus complexe, le Ts65Dn.
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Figure 13. Effet de la L41 sur la mémoire de reconnaissaneg sburis Ts65Dn dans le
test du NOR. ** p < 0.01, ns non significatif. (Ré&a® par le Dr. Duchon A.)
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3.2.4.Effet de la L41 dans le test du NOR chez un secomaodele plus
complexe de T21 : les Dplyey

L’effet de la L41 sur la correction mnésique a égant été testé chez un autre modéle
plus complexe de T21, les Dplyey (Dp)gure 14). Ainsi, suite a un traitement chronique par
la L41 (20 mg /kg), ou veéhicule, la mémoire de rewssance des animaux wt NT (n = 13),
wtT (n=16), DpNT (n=8)etDp T (n=11), &&valuée dans le test du NOR comme décrit
préecédemment. Les souris wt NT et wt T répondeeh kau test puisqu’elles explorent
davantage le No que le Fo (38% Fo et 62% No, @4 pour les NT ; 40% Fo et 60% No, p =
0.03 pour les T). Au contraire les Dp NT en socapables (52% Fo et 48% No, p = 0.76). En
revanche, les souris Dp T, donc traitées a la pdfyiennent a distinguer significativement le
No du Fo (37% Fo et 63% No, p = 0.03).

La L41 permet donc également de corriger la mént@reeconnaissance chez un autre modéle
murin plus complet de la T21, les Dplyey.
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Figure 14. Effet de la L41 sur la mémoire de reconnaissane® sburis Dplyey mesurée
dans le test du NOR. * p < 0.05, ns non signifitati
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3.2.5.Effet de la L71 et de la L3, deux dérivés de la L4dans le test du
NOR chez les TgDyrk1a)

Afin d'identifier d’autres cibles potentielles dell41 et notamment parmi les récepteurs
membranaires, ManRos Therapeutics a procédé aihlager de la molécule sur plus de 300
protéines GPCR (résultats non montrés) et a punerogtie la L41 pouvait interagir avec les
récepteurs 1 aux cannabinoides, CBL1. Il fallaitcddamontrer que I'effet bénéfique de la
drogue sur la mémoire de reconnaissance des anirtr@omiques n'impliquait pas
I'interaction de la drogue avec les récepteurs (ild’autres termes, il fallait vérifier que la
correction mnésique par la L41 provenait de laesauthibition de I'activité catalytique de
DYRK1A. Pour ce faire, ManRos Therapeutics a faihtkétiser deux Leucettines, la
Leucettine L3, un inhibiteur spécifique de CB1 ral aucun effet sur DYRKI1A, et la
Leucettine 71, qui inhibe spécifiquement DYRK1A santeragir avec CB1l. Ces deux
Leucettines et le véhicule correspondant ont dé@@éministrés a deux cohortes différentes
de souris wt et Tg, quotidiennement pendant 1Ssjquar voie intrapéritonéale, afin d’évaluer
leurs effets sur la mémoire de reconnaissanceldaast du NORKigure 15): wt NT (n =12
pourla L3 ; n=10pourlaL7l), wtT (n=7 pdarL3; n =12 pour la L71), Tg NT (n =13
pourlalL3;n=12pourlalL7l)etTg T (n=12upta L3 ; n =9 pour la L71). Dans les deux
cohortes, les wt NT reconnaissent bien le No d4386 Fo et 57% No, p = 0.008 pour la
cohorte L3 ; 43% Fo et 57% No, p = 0.009 pour laccte L71), comme les wt T, traitées avec
la L71 (43% Fo et 57% No, p = 0.007). Par conwdrditement a la L3 altére la mémoire de
reconnaissance des wt T (50% Fo et 50% No, p =).0BY effet, les récepteurs CB1 sont
connus pour moduler le relargage des neurotransunsttians diverses régions cérébrales telles
gue I'hippocampe ou encore le cortex préfrontad. dbntrdlent donc les processus de
mémorisation et de cognition, ou encore la régutatie I'humeur (Freund et al., 2003; Wilson
and Nicoll, 2002). Ainsi, une interaction anormahec les récepteurs CB1 dérégulerait de
maniere dramatique la signalisation synaptiqueagmant alors des défauts comportementaux.
Quant aux souris Tg NT des deux groupes, elleseptést bien une altération cognitive
puisqu’elles ne discriminent pas le No du Fo (508€F50% No, p = 0.90 pour la cohorte L3 ;
43% Fo et 57% No, p = 0.08 pour la cohorte L71% Tg T, traitées avec la L3, sont également
incapables de différencier les deux objets (50%ta0% No, p = 0.71). En revanche, les Tg
T, traitées avec la L71, explorent significativeingavantage le No que le Fo (39% Fo et 61%
No, p = 0.01).
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Ces résultats écartent donc I'implication des rémag CB1 dans la correction mnésique des
animaux transgéniques traités avec la L41 obseataés le test du NOR. La restauration des
capacités cognitives des modéles murins de T2biest due a linhibition spécifiqgue de

l'activité catalytique de DYRK1A.
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Figure 15. Effet de la L3 et de la L71 sur la mémoire de metaissance des souris

Tg(Dyrkla) dans le test du NOR. ** p < 0.01, *** p < 0.004s non significatif.

3.3. Effet de durées de traitement plus courtes, dans test du
NOR chez les TgDyrkla)

Afin de mieux caractériser le mode d’action de 46 Lson effet sur la correction des
performances intellectuelles des souris trisomiguét étudié apres des durées de traitement

plus court, a savoir apres 5 et 12 jours de traterquotidien.

3.3.1.Effet de la L41 apres 5 jours de traitement dans léest du NOR
chez les souris Tddyrkla)

Une cohorte de T§yrkla) et contrbles a été traitée par la L41 (20 mgétdg vehicule

en i.p. quotidiennement pendant 5 jours. A la fintrditement, les souris wt NT (n = 15), wt T
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(n=15), TgNT (n=11) et Tg T (n = 13) ont pakstest du NORKigure 16). Comme attendu,
les wt NT (37% Fo et 63% No, p = 2:90et les wt T (37% Fo et 63% No, p = 290
différencient bien le No du Fo. Ce qui n’est pasde pour les Tg NT (51% Fo et 49% No, p =
0.76). En ce qui concerne le groupe des TG T,dteffe correction de la L41 est a peine

détectable (45% Fo et 55% No, p = 0.03) et rest@ mférieur a celui observé lors d’'un
traitement de 19 jours.

La durée de 5 jours d’administration de L41 restmadinsuffisante afin d’obtenir une

restauration mnésique totale chez les souris téamgges.

5 day treatment
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Figure 16. Effet de la L41 sur la mémoire de reconnaissaneg a@animaux Tddyrkla)
aprés 5 jours de traitement. * p < 0.05, *** p <001, ns non significatif.

3.3.2.Effet de la L41 aprés 12 jours de traitement dansltest du NOR
chez les souris TdPyrkla)

La méme expérience a été répétée avec un traitgraela L41 (20mg /kg) ou véhicule,
d’'une durée de 12 jours consécutifs en i.p., dassdouris wt NT (n = 12), wt T (n = 14), Tg
NT (n=8) et Tg T (n = 11) (Figure 17). A nouvelas wt NT (41% Fo et 60% No, p = 2:90
et wt T (45% Fo et 55% No, p = 0.01) répondentaexiament au test du NOR. On retrouve
bien le déficit cognitif chez les Tg NT (49% Fo5di% No, p = 0.79). Par contre, la mémoire
de reconnaissance des animaux Tg T est signifexagnt corrigée (37% Fo et 63% No, p =

4.10%), atteignant le méme niveau que les wt dans tetegie les Tg T pendant 19 jours.
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Une administration d’'une durée de 12 jours semblecauffisante pour corriger les déficits

cognitifs des souris transgénique, et atteindrasda test du NOR, des capacités cognitives
similaires a celles des souris sauvages.

12 day treatment
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Figure 17.Effet de la L41 sur la mémoire de reconnaissane® sburis Tgpyrkla) aprés
12 jours d’administration. ** p < 0.01, *** p < 001, ns non significatif.

3.4. Reémanence de l'effet de la L41 sur I'activité kinas de
DYRKI1A et dans le test du NOR apres l'arrét d’un traitement
de 19 jours

Toujours dans I'optique de mieux comprendre le nidetion de la L41, la rémanence
de son effet sur I'activité catalytique de DYRK1#ser les performances cognitives des souris
sur-exprimant la kinase a été étudiée. L’analysééaéalisée 24 h et 48 h aprés l'arrét d’'un

traitement quotidien de 19 jours des sourisDygkla) et leur contrdles respectifs.
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3.4.1.Effet de la L41 sur I'activité kinase de DYRK1A etdans le test du
NOR 24h apres l'arrét du traitement de 19 jours

Une premiere analyse de la rémanence de l'efféd dd1 sur I'activité catalytique de
DYRK1A a d’abord été conduite avant de constituee @ohorte pour I'étuda vivo. Un
groupe de souriswWt NT (n=3),wt T (n=3), Tg il=3) et Tg T (n = 3) a recu un traitement
avec la L41 (20 mg/kg) ou le véhicule pendant 18gcen i.p. Vingt-quatre heures apres la
derniére injection, I'activité kinase de DYRK1A gt énesurée dans des extraits de cerveau de
ces sourisKigure 18). Le graphe indique que celle-ci est bien supégidans les souris Tg NT
comparées aux animaux controles (p = 0.02). L'd@étivatalytique des Tg T reste inhibée par
la L41 24 h apres le dernier traitement, elle astenée significativement a un niveau basal

similaire a celui des animaux sauvages (p = 0.02).
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Figure 18. Activité kinase de DYRK1A dans les extraits dewau de souris Td{yrkla)
et controles, traitées ou non a la L41, 24h aptagét d’un traitement de 19 jours. * p <
0.05.
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Une cohorte constituée d’animaux wt NT (n = 16),Twih = 15), TgNT (n=9) et Tg T (n =
10) a été constituée afin de tenter de corréleétaanence de I'effet de la L41 observée au
niveau de I'activité kinase avec la correction nipés démontrée précédemment dans le test
du NOR Figure 19). Les wt NT (30% Fo et 70% No, p = 530t wt T (35% Fo et 65% No,
p = 1.10°) discriminent les deux objets, contrairement agxNIT (50% Fo et 50% No, p =

0.95). Par contre, les Tg T (38% Fo et 62% NoPgd2) sont également capables de reconnaitre
le No du Fo.
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Figure 19. Effet de la L41 sur la correction mnésique desOgkla) 24h aprés l'arrét
d’un traitement de 19 jours. ** p < 0.01, *** p <@01, ns non significatif.

3.4.2.Effet de la L41 sur l'activité kinase de DYRK1A 48haprées l'arrét
de traitement de 19 jours

Les mémes expériences de rémanence ont été meBteepres I'arrét du traitement
(Figure 20). Un premier groupe de souris wt NT (n = 3), winT=3), T NT (n=3)etTg T
(n =3) adonc été utilisé pour I'analyse prélinmeale I'activité kinase de DYRK1A 48 h aprés
la derniere administration. Les résultats mont@mouveau que les Tg NT possedent une
activité catalytique de DYRK1A plus élevée quevgNT et wt T (p = 0.03). Par contre, celle-
ci n'est plus sensible a la L41 48 h aprés cessaliotraitement dans les animaux Tg T (p =
0.93).
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Figure 20. Activité kinase de DYRK1A dans les extraits dewau de souris Td{yrkla)
et controles, traitées ou non a la L41, 48h aptagét d'un traitement de 19 jours. * p <

0.05, ns non significatif.

3.5. Dose/réponse de la L41 dans I'activité kinase de [RK1A

des souris TgDyrkla) et controles

L’étude de I'effet dose/réponse de la L41 dandilété kinase de DYRK1A permet de
répondre a deux questions. La premiere étant la ohiisimale pour laquelle une inhibition de
l'activité catalytique de DYRK1A peut étre observéa deuxiéme concerne les animaux
sauvages traités avec la drogue. En effet, il @@tgrenant de constater que toutes les souris
contrbles traitées a la L41 n'ont pas été affecédasiveau de leur comportement dans les tests
du NOR ou de I'OPR. En outre, I'activité catalytigde DYRK1A physiologique basal n'a pas
non plus été réduite par la molécule. Afin de révera ces deux questions, I'activité catalytique
de DYRKI1A a été mesurée dans les cerveaux de dewpegs de souris traitées par 10 mg
L41/kg ou par 30 mg L41/kg (la concentration dé. ladiministrée dans tous les tests jusqu’a
présent était de 20 mg/kg). Chaque groupe étaiposgde souris wt NT (n =3 ou 6), wt T (n
=3), TGNT (n=3o0u 6) et TG T (n = 3). 10 mghikg suffisent pas a inhiber I'activité de
DYRKZ1A chez les souris transgéniques traitées @¥2+/- 111.3) par rapport aux non traitées
(228.5 % +/- 78.5). Comme pour les souris wt tesité 20 mg L41/ kg, I'activité de DYRK1A
des souris contrdle traitées (88.5 % +/- 29.9)rast méme niveau que celui des non traitées
(79.5 % +/- 25.2) a 10 mg/kdrigure 21. A). A 30 mg L41/kg les souris TG T présentent bien
une activité catalytique réduite (70,5 % +/- 4&6jnparée a celle des TG NT (133.1 % +/-
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110.1). A nouveau, aucune conséquence sur I'aetpasale de DYRK1A n’a pu étre constatée
a30mg L41/kg chez leswt T (66.2 % +/- 37.8)np@port aux wt NT (74.8 % +/- 52.3jiure
21. B).
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Figure 21. Dosage de I'activité kinase de DYRK1A (%) dans @asraits de cerveaux de
souris TgpDyrkla) et contrbles traitées ou non avec deux dose®hfites en L41A. 10
mg / kg de L41B. 30 mg / kg de L41. * p < 0.05, ns non significatif

Ces résultats indiquent que l'inhibition de l'attévkinase de DYRK1A dans les souris
Tg(Dyrkla) n’apparait qu'a partir de 20 mg L41/kg. En revaad’activité catalytique basale
de DYRK1A dans les animaux sauvages n’est pastaffequelle que soit la dose utilisée (10,
20, 30 mg/kg) L41. En d'autres termes, la kinaseRBYA basale semble inaccessible a
l'inhibition par la L41in vivo. Cependant lorsque la DYRK1A est immunopurifi§eadéir de
cerveaux de souris contrbles ou transgéniquesneadivité catalytique mesurée en présence
d’'une gamme croissante de concentrations de L&l¢courbe dose/réponse d’inhibition quasi-
complete est obtenue (Nadege Loaéc, non publiguicedique que la DYRK1A du cerveau
de souris peut, en principe, étre totalement irde la L41In vivo, un facteur empéche donc
'acces de la DYRK1A basale, mais pas la DYRK1A esii produite en exces en raison de la
triploidie du géneDyrkla, a la Leucettine L41. Une expression tissulaireirdtacellulaire

différentielle pourrait expliquer une telle difféiee d’accessibilité de la drogue a sa cible.
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3.6. Expression de DYRK1A et dosage de la L41 subcellute

L’activité basale de DYRK1A dans les souris colasdparait insensible a la L41
guelque soit la dose administrée. Une hypothésdradwque la distribution de la L41 au niveau
subcellulaire varie en fonction du génotype. Maiarda de tester cette hypothése, il a fallu
d’abord déterminer I'expression de DYRK1A dans @héints compartiments cellulaires, a
savoir le noyau, le cytoplasme et le synaptosoms s cerveaux des souris transgéniques et

des souris contrbles.

3.6.1.Expression subcellulaire de DYRK1A dans les sourisg(Dyrkla)

et contrbles

Les cerveaux d’'un premier groupe de souriDigfla) (n = 7) et sauvages (n =7) ont
fait I'objet d'un fractionnement subcellulaire viga isoler d’une part le cytoplasme contenant
également la fraction nucléaire, et d’autre pastdgnaptosomes. Les cerveaux d’'un second
groupe, également constitué d’animauxOgkla) (n = 6) et contrdles (n = 6), ont subi un
fractionnement subcellulaire permettant de sédareompartiment cytoplasmique contenant
les synaptosomes de la partie nucléaire. L'ensemesent des différentes fractions
subcellulaires a ensuite été contrélé par westietrel utilisant des marqueurs spécifiques de
chacun des compartiments. Ainsi, pour le premieuge, les anticorps CYCLINE L1, GLUR1,
et SYN-1 ont été utilisés comme marqueurs du cgpk + noyau, de la post-synapse et de la
pré-synapse respectivement. Pour le second graepgont PSD95 et H2B qui ont servi de
marqueurs du cytoplasme + synaptosome et du n@gpectivement. Le taux de DYRK1A a
éte quantifie dans chaque préparation subcellul@¥RK1A est détectable dans les trois
compartiments mais est significativement augme(pée 0.001) dans le cytoplasme + noyau
des souris Tddyrkla) (1.62 unités arbitraires UA +/- 0.09) par rapmuk controles (1.12 UA
+/- 0.06). Il en est de méme (p = 0.02) pour lactiom synaptosomale des animaux
transgéniques (1.61 UA +/- 0.18) comparée aux gms/fl.09 UA +/- 0.06)Higure 22. A).
DYRKI1A est également surexprimée de maniéere sigatifie (p = 0.006) au niveau du
cytoplasme + synaptosome desDygkla) (2.15 UA +/- 0.3) par rapport aux contréles (1.13
UA +/- 0.2). En revanche, aucune différence (p3 @'a été détectée dans les noyaux entre les
Tg(Dyrkla) (0.45 UA +/- 0.1) et les sauvages (0.48 UA +1L)@igure 22. B). Ces résultats
signifient que dans les souris Tyfkla), le surdosage de DYRK1A n’affecte pas le pool de
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DYRK1A nucléaire, mais que l'augmentation d’expressest plutdt localisée dans les

compartiments cytoplasmique et synaptosomal.
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Figure 22. Expression subcellulaire de la protéine kinaseRKMA dans les souris
Tg(Dyrkla) et contrdles. A. Graphe : expression de DYRK1Anslde Cytoplasme +

Noyau par rapport au Synaptosome. WB : illustratidenl’expression de DYRK1A dans
les différents compartiments. CYCLIN L1 (55 kDa)marqueur cytoplasmique +
nucléaire ; GLURL1 (100 kDa) : marqueur post-syngpé ; SYN-1 (74 kDa) : marqueur
pré-synaptique ; b-Actin (42 kDa) : protéine de mga. B. Graphe : distribution de
DYRKL1A dans le Cytoplasme + Synaptosome par rapparNoyau. WB : illustration de
la distribution de DYRK1A dans les différentes fteoms. PSD95 (95 kDa) : marqueur
cytoplasmique + synaptosomal ; H2B (17 kDa) : mangunucléaire B-Actin (42 kDa) :

protéine de ménage. Les valeurs sur les graphesd#inies en unités arbitraires (UA).

*p < 0.05, ** p < 0.01, ns non significatif.
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3.6.2.Dosage subcellulaire de la L41 dans les cerveaux d®uris

Tg(Dyrkla) et contréles

Afin de connaitre la distribution de la L41 aumsales différents compartiments
subcellulaires (noyau et cytoplasme) selon leoty@es, un groupe d’animaux composé de
souris Wt NT (n=5),wt T (n=5), TG NT (n=3)BG T (n = 2) a été constitué. Les animaux
traités (T) ont recu une administration quotidieded_41 (20 mg/kg) en i.p. pendant 19 jours,
les non-traités (NT) ont recu une administratiootglienne de véhicule. Les cerveaux ont été
prélevés et l'isolation des fractions nucléairesybplasmiques a été réalisée. La L41 a été
dosée par spectrométrie de masse dans chacun denspartiments cellulaires. Les résultats
montrent que la concentration en L41 dans les noysi la méme (p = 1.0) chez les
Tg(Dyrkla) (0.82 nM) et les contrdles (0.80 nM). En revanabre observe une distribution
significativement moindre (p = 0.002) dans le cyasme des cerveaux de souris wt (1.40 nM)
par rapport au cytoplasme des cerveaux de soansgéniques (3.26 nM). Il y a donc une
distribution différentielle de la L41 dans le cyagme en fonction du génotypeidure 23).
Cette bio-distribution intracellulaire de la L41ndgle paralléle & la distribution de DYRK1A

dans le cytoplasme vs. noydtiqure 20B).
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Figure 23.Dosage de la L41 (nM) dans le noyau et cytoplasime souris Tddyrkla) et
sauvages traitées ou non par la L41 (20 mg/kg) pehd9 jours. ** p < 0.01, *** p <

0.001, ns non significatif.
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B. Mecanismes biologiques sous-jacents aux
deficits mnésiques observes dans les modeles
murins de la T21 et restaurés par la L41

De nombreuses fonctions biologiques sont dérégildéssue DYRK1A est surexprimé. En
effet, I'hyper-phosphorylation des substrats detecdtinase perturbe les événements
physiologiques auxquels ils sont associés, et gaséxuent représente la cause trés probable
des troubles séveres observés dans le SD tela giraihution des performances intellectuelles

ou I'apparition de certains symptémes de la maldthdzheimer.

Afin de mieux comprendre la restauration des deficognitifs par la L41 dans les souris
trisomiques comme démontré dans le test du NO®fallu mettre en lumiéere les processus
biologiques qui étaient altérés par la T21 puisigés par la L41. Pour ce faire, une étude du
phosphoprotéome a été realisée a partir d’extcilitippocampes, de cortex et de cervelets
d’animaux transgéniques Tyrkla) et Ts65Dn ainsi que de leur contréles respedtéiies
guotidiennement par la L41 (20 mg /kg) ou le vélgcpar voie i.p. et pendant 19 jours. Ces
trois régions ont été choisies en raison de leptigation dans le processus de la mémoire de
reconnaissance que nous avons mesurée dansda té6R. Des travaux précedents (Albasser
et al., 2010) ont montré que le processus de clem@nt de cette mémoire débutait tout
d’abord dans le cortex entorhinal, passait parokteg préfrontal pour s’achever enfin dans
I'hippocampe. Le cervelet a été ajouté a cetteyaegbuisque des études récentes démontrent
son influence sur les taches hippocampe-dépendaitaaversement (Yu and Krook-
Magnuson, 2015).
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3.7.  Modification du phosphoprotéome par le surdosage de
DYRK1A

Environ un millier de protéines (deux fois pluspptides analysés) a été détecté dans
I'analyse phosphoprotéomique dans les deux modékgsns chaque région du cerveau. Parmi
'ensemble des protéines et peptides identifiéglss@0% des protéines et 20% des peptides
sont significativement modulées. Une modulatiomiig que la protéine ou le peptide est sur-
ou sous- phosphorylé dans le modéle trisomiquegpgoort au sauvage, ET inversement régulé
dans les animaux T21 traités par la L41 compargsnan traités. On peut constater qu’'une
grande majorité (80%) des peptides est phosphosigeun résidu sérine, le reste étant
phosphorylé sur un résidu thréonine (15%) ou ty®s{5%). Enfin, moins de 5% des
protéines/peptides sont doublement phosphoryksniRces peptides phosphorylés, tres peu
contiennent le site consensus de phosphorylation¥RK1A (R-P-x(1,3)-S/T-P), la grande
majorité des sites correspondant a des sites dsppbpoylation consensus potentielle par

d’autres kinases connuekaple 1).

Proteins Peptides Proteins Peptides Peptides Peptides
Brain Total Total modulated modulated modulated modulated PeptidesPeptides Peptides Peptides Peptides Peptides DYRK1A phosphorylated
Model region  protein peptide Tg /Tsvswt Tg/Tsvswt Tg/Ts and L41Tg/Ts and L41 pS pT pY pSIT pS/Y  pT/Y  specific by other kinases

HIPP 886 1384 275 333 267 321 265 39 17 18 5 6 1 279

Tg(Dyrkla) CORTEX 948 1523 256 296 240 275 221 44 10 19 1 1 7 251
CERVELET 1229 2004 364 437 344 403 333 58 12 23 4 4 8 383

HIPP 886 1384 257 311 253 307 246 53 8 10 2 7 6 263

Ts65Dn  CORTEX 948 1523 230 270 228 265 205 42 18 6 & 4 3 223

CERVELET 1229 2004 365 422 355 410 320 75 15 24 4 2 6 351

Table 1. Tableau récapitulatif de I'analyse phosphoprotéauei.

Les phosphoprotéines dérégulées par la trisomie ¢ausous-phosphorylées) et qui
sont ensuite modulées par le traitement a la L&ls(sou sur-phosphorylées) ont été
sélectionnées pour la suite de I'étude. Les anslgse d’abord été conduites dans chaque
région du cerveau et dans chacun des deux modétepeut constater qu’il y a 258 et 248
phosphoprotéines qui répondent a ces critéreslagartie hippocampique des Tfkla) et
Ts65Dn, respectivement. De méme, le cortex de@as mhodeles présente respectivement 238
et 223 phosphoprotéines dérégulées par la trigladtlimodulée en sens inverse par la L41.

Enfin, dans le cervelet on en retrouve 330 et Jddsphoprotéines modulées en sens opposé
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par la trisomie et par le traitement. Parmi cessphoprotéines, 102, 88 et 124 sont communes
aux deux modéles transgéniques, respectivementlégmsocampe, le cortex et le cervelet
(Figure 24). Ces dernieres ont été analysées dans DAVID strésultats révelent un
enrichissement dans les fonctions synaptiquesythsquelette et d’apprentissadgeable 2).
L’'analyse dans ToppCluster de ces phosphoproté&oefirme I'enrichissement dans les
activités synaptiques communes aux régions depddpmpe et du cortex dans les deux
modéles. L’enrichissement dans l'organisation dtosiyuelette est observé dans les trois

régions des deux modeldsdure 25).

Hippocampe Cortex Cervelet
Tg(Myrkla) Ts65Dn Te(Dyrkla) Ts65m Tg(Dvrkla) Ts65Dn
(258) (248) (238) (223) (330) (341)

206 124 217

Figure 24. Phosphoprotéines dérégulées par I'excés de DYRK1Anodulées en sens

inverse par la L41, pour chaque région du cerveas souris Tdgpyrkla) et Ts65Dn.
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Cortex (88)

Hippocampe (102)

Biological process | D
Synapse 2.3
Intermediate filameant 225
Comled vesicle 207
Synaplic ransmission 203
Cyvroskeletal part 1.66
Synupese parl .62
Transmission of nerve impnlse 1.52
Amion: cation symporter activity 1.4
Calcinm ion binding 1.08
Repulation of synaptic transmission  1.07
lon transport 1403

Biological process ES
Synaphc ranstnission 262
Cyloskeleton 206
Plasma membrane 2.03
Gl "ase regulator activity 2.00
C.}'lgﬁkclutul proein | &4
bamuclinig
Behavior 1.73
Cvtoplasmic vesicle 1.70)

Cervelet (124)

Bilological process ES
Cell junction 189
GrTPase regulalor aclivily 2,64
Cell-cell signaling 240
Homeostatic process 212
Cvtoskeleton 1.92
Regulation u.l'r_'::llul;-lr | O]
cormponent size
Clell muotility .82
Leamning 1.73

Table 2. Analyse des processus biologiques enrichis selamalyse DAVID.
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4
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development 3 morphogenesis

cell morphogenesis
involved in neuron cell-cell signaling
differentiation

cell projection
morphogenesis

CORTEX

synaptlic transmission
0

neuron developme

neuron projection
development

neuron projection
morphogenesis

cell morphogenesis involved

; . o cell-cell signalin
in neuron differentiation 9 9

cell projection
morphogenesis

CERVELET

cytoskeleton
organization
0

neuron projection

neuron developmen ;
morphogenesis

neuron projection

cell-cell signalin
development 9 9

cell morphogenes
involved in neuron
differentiation

cell projection
morphogenesis

Figure 25. Analyse des fonctions biologiques enrichies dangpCluster

cytoskeleton organization
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Ces phosphoprotéines ont ensuite été analyséedafatreis régions du cerveau de chaque
modéle : on ne retrouve que 16 phosphoprotéineégydiEres/modulées partagées par les trois
régions du cerveau des Tyfkla), et 22 dans les trois régions du cerveau desOrs65
Lorsque I'on compare les deux modeéles a ce niviéaly a que les protéines associées aux
microtubules MAP1A, MAP1B et MAP2, et deux prot&@nprésynaptiques PICCOLO et
SYNAPSINE 1 qui soient dérégulées a la fois dassrtas régions du cerveau et dans les deux
modéles Figure 26). Ceci renforce des précédents résultats qui raontque MAP1A
(phosphorylée sur Thr2059) et MAP1B (Serl1392) siestsubstrats de DYRK1A (Murakami
et al., 2012; Scales et al., 2009). Ces 5 phospl&ipes ont donc été étudiées en détail au
niveau de leur site de phosphorylation modifiélpaondition trisomique puis par le traitement
a la L41 dans notre analyse phosphoprotéomiquerésestats sont schématisés ci-dessous et
illustrent la complexité de la conséquence d’'umeps® copie supplémentaire du seul géne
DYRK1A (Tg(Dyrkla)) ou d’'une partie du chromosome 16 (Ts65Dn), ajosi la complexité
résultant d’un traitement par un simple agent plaaotogique. Parmi ces 5 phosphoprotéines,
nous nous sommes focalisés sur les résidus qenétayper-phosphorylés lorsque DYRK1A
est surexprimée, et dont la phosphorylation éfaiirtuiée quand DYRK1A est inhibée par la
L41, et enfin qui appartiennent a la séquence cmusede phosphorylation de DYRK1A. Sur
la base de ces criteres tres restrictifs, seuésitlu a été mis en en évidence : la sérine 551 de
la protéine SYNAPSINE 1Fjgure 27).

Tg(Dyrkla) Ts65Dn
Tg(Dyrkla) Ts65Dn

Hippocampe Cortex Hippecampe Cortex
(258) 238) (248) (223)

235 237
Cervelet Cervelet
(330) (341)

Figure 26. Comparaison des phosphoprotéines communes aug tégjions du cerveau
de chaque modele. Mise en évidence des 5 phospbéipes communes aux trois régions

et aux deux modeéles.
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Figure 27. Sites de phosphorylation des protéines MAP1A, MBPMAP2, PICCOLO
et SYNAPSIN-1, modulés par le traitement a la L41.

Une fleche ascendante signifie que le résidu rgrs®iavant la fleche est tout d’abord
sous-phosphorylé par la trisomie puis hyper-phospkoapres le traitement a la L41.

Une fléche descendante signifie que le résidu est t’'abord sous-phosphorylé par la
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trisomie puis sur-phosphorylé apres le traitemenad 41. Un résidu apparaissant en
grisé signifie que cet acide aminé n’est pas covsehez I'Homme. Le nombre d’acide

aminé de chaque protéine est indiqué a la fin dirike.

3.8. Le complexe SYNAPSINE 1 et DYRK1A

Pour chacune des 5 phosphoprotéines mentionnéasdprément qui sont communes
a I'hippocampe, au cortex et au cervelet ainsi gxidgeux modéles THyrkla) et Ts65Dn, le
motif de phosphorylation de DYRK1A a été recherahésein de leurs séquences peptidiques
identifiées dans I'analyse du phosphoprotéome.eSaubYNAPSINE 1 (SYN-1) répond a ce
critére. En effet, la séquence RPPASP corresporsdamiotif de phosphorylation de DYRK1A
(R-P-x(1,3)-S/T-P) a été identifiee dans les tredgis-structures du cerveau des animaux
Tg(Dyrkla) (séquence indiquée en rouge darsppl. Table 9. Cependant, la sérine du motif
de phosphorylation est seulement modulée de masigmdicative au niveau du cortex de ces
souris. Il s'agit de la sérine en position 551alpriotéine dont la phosphorylation est augmentée
significativement par le surdosage de DYRK1A dassdouris transgéniques par rapport aux
sauvages et normalisée ensuite par le traitemént 41 (résidu renseigné en bleu dans la.
Suppl Table 2.

Afin de vérifier I'interaction possible de DYRK1Avac la protéine SYN-1, une co-
immunoprécipitation (Co-IP) a été réalisée a palitysat de cerveau de souris méle sauvage
agée de 3 mois. DYRK1A et SYN-1 ont donc été immprezipitées séparémeiitigure 28).
Elles ont ensuite été révélées avec leur anticogsespondants par western blot pour
confirmer la précipitation. Comme attendu, DYRK1ASYN-1 sont présent dans leur IP
respective. La GAPDH a été utilisée comme contn@lgatif car elle n’est pas connue comme
partenaire de ces deux protéines. DYRK1A est d&edans I'lP de SYN-1, et SYN-1 est
détectée dans I'lP de DYRKI1A, suggérant que cex geatéines sont associées dans ces
extraits de cerveau. Les western blots montrerieggat la présence de CAMK2 dans I'lP de
SYN-1, résultat attendu en tant que contrble dositi vu d’anciens travaux montrant
l'interaction de ces deux protéines (Benfenatil etl®92; Llinas et al., 1985). Enfin, CAMK2
est également révélée dans I'lP de DYRKI1A, indiquéonc que DYRK1A fait partie du
complexe avec SYN-1 et CAMK2.
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Figure 28. Mise en évidence par western blot des protéinesfRRYA (85 kDa), SYN-1
(74 kDa), CAMK2 (50 kDa) et GAPDH (37 kDa) dans lé=smctions d’homogénat et
d'immunoprecipitation (IP) de DYRK1A et SYN-1.

Pour vérifier si DYRK1A est capable de phosphorglgectement SYN-1, des essais
kinases ont été effectués avec une DYRK1A recomibénat différents peptides dérivés de
SYN-1, comprenant une séquence autour de la SesbbfLutilisés comme substrats potentiels
(Table 3).

Nom du peptide Séquence

Woodtide KKISG[RLS**P]IMTEQ

SYN-1-tide RQSRPVAGGPGAPPAA[RPFA*P]S>*PQRQ
SYN-1-S551A RQSRPVAGGPGAPPAA[RPRPA>'P]S**PQRQ
SYN-1-S553A RQSRPVAGGPGAPPAA[RPEZRP]ASPQRQ

Table 3. Séquence des peptides utilisés dans les essamsé&sn En rouge, le résidu

phosphorylé. En bleu, le résidu muté.

Le peptide utilisé comme le contréle positif detedtude correspond a une séquence
de 14 acides aminés issue du facteur de transoriptHR. Cette séquence contient le résidu

Ser329 deéja décrit dans de précédents travaux cqohwsphorylé par DYRK1A (Woods et
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al., 2001c). Ce peptide contrble est appelé ici &tide. La phosphorylation de SYN-1 par la
protéine recombinante a été déterminée par l'atibtsn du peptide synthétique SYN-1-tide
comprenant la sérine en position 551 de la protéingoeptide similaire, dans lequel la Ser551
est remplacée par une alanine (SYN-1-S551A) a pgale été utilisé afin de vérifier la
spécificité de la phosphorylation de DYRK1A surésidu. Enfin, pour s’assurer que la sérine
en position 553 n'intervient pas dans la phospladiyh observée, un troisieme peptide a été
utilisé, dans lequel la Ser553 est remplacée paralamine (SYN-1-S553A). Comme indiqué
sur le grapheHigure 29), la protéine recombinante DYRK1A phosphoryle bies peptides
SYN-1-tide (71.71 % +/- 5.2 %), SYN-1-S553A (70.1CBM) et le peptide contrdle Woodtide
(78.4 % +/- 11.4 %). En revanche, le peptide SYN5B1A n’'est pas phosphorylé par
DYRKI1A (7.79 % +/- 1.2 %). Ceci signifie que DYRK1@st capable de phosphoryler le
peptide SYN-1-tide spécifiguement sur le résidulSébconfirme également que DYRK1A
n'a pas d’activité sur la Ser553. A noter qu’aucacsvité kinase n'a pu étre mesurée sur la

protéine recombinante DYRK1A seule ou les diffésqréptides seuls.
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Figure 29. Mesure de I'activité kinase (%) d’'une protéine osethinante DYRK1A vis-a-
vis de différents peptides SYN-1, SYN-1-S551A etN6Y-S553A.
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Un nouveau réle de DYRK1A dans la transmissionyragtique est ainsi suggeéreé, a
savoir son implication dans le contréle du pooleleyclage des vésicules a la présynapse que
DYRK1A pourrait réguler par I'intermédiaire de lagsphorylation de la SYNAPSINE 1.

3.9. Conséquences de linteraction de DYRK1A/SYN-1 in
vivo et effet de la L41.

Afin de clarifier I'impact de la phosphorylation d@YN-1 par DYRK1A sur les
vésicules présynaptiques, une analyse ultra-staletitau niveau des synapses des souris
Tg(Dyrkla) et souris contrbles a été menée. En effet, tiéaapporté que des phosphorylations
de SYN-1 entrainent des modifications du pool dgakage présynaptique (Cesca et al., 2010),
contrblant ainsi le relargage des vésicules sygaes (SVs) a la zone active. Notre étude a
donc été réalisée au niveau des trois régions bgmppiques recevant I'information par les

fibres perforantes du cortex entorhinal, a saw({Al, CA3 et le gyrus dentEigure 30).

Figure 30. Les trois régions de I'hippocampe sélectionnéescéeclées en noir) pour
I'analyse ultra-structurale des synapses des solgi®yrkla) traitées ou non a la L41

et leurs contrbles correspondants (http://www.lristc.uk/synaptic/pathways).
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Les SVs ont donc été directement comptées sur il@®gnaphes, en excluant dans la
mesure du possible les boutons présynaptiquesfisp@s des cellules granulaires du gyrus
dentés ainsi que des collatérales de Schaeffervdlears obtenues ont été ensuite converties
en nombre de SVs par umz. Les résultats montrentliiminution significative du nombre de
SVs de la présynapse des trois zones hippocampéjudses dans les animaux Dgtkla)
comparés aux souris sauvages (CA3 : 367 SVs / ja+pour les wt, 185 SVs / um2 +/- 34
pour les Tg, p = 0.05. CA1: 411 SVs/ umz? +/- 88iples wt, 144 SVs / umz2 +/- 25 pour les
Tg, p =0.04. DG : 388 SVs / um2 +/- 61 pour les 186 SVs / um2 +/- 29 pour les Tg, p =
0.03) Figure 31). Ceci indique que le complexe DYRK1A et SYN-1 t6te le relargage des
SVs a la zone active qui est altéré dans les sdraissgéniques lorsque DYRK1A est

surexprimeée.

La quantification des SVs a également été étalolig [@s animaux Td¥yrkla) traités

a la L41 afin de voir si la drogue était capablénftiiencer le nombre de vésicules
présynaptiques. Les résultats ne montrent auctiiéeatice significative sur la quantité de SVs
présentes dans les souris transgéniques traitéesgpert aux non traitées, suggérant que dans
ce cas, l'inhibiteur de DYRK1A n’agit pas au nivedel ce mécanisme biologique (CA3 : 185
SVs/ umz2 +/- 34 pour les Tg NT, 186 SVs / um22pourles Tg T, p =0.99. CAl : 144 SVs

[ umz2 +/- 25 pour les Tg NT, 196 SVs/ umz2 +/- b2iples Tg T, p = 0.14. DG : 156 SVs/ um?2
+/- 29 pour les Tg NT, 165 SVs / um?2 +/- 4 pourTesT, p = 0.77) Figure 31).
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Figure 31. Quantification des vésicules présynaptiques dassrégions hippocampiques

du CA3, CAl et DG (gyrus denté) des souris Dygrkla) traitées ou non a la L41 et leurs

contrbéles correspondants. * p < 0.05, n.s. non $igatif.
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3.10. Autres partenaires de DYRK1A révélés par I'analysalu

phosphoprotéome

3.10.1. DYRK1A et KIF2A

Parmi les protéines détectées dans I'analyse dspbloprotéome, d’autres protéines
gue la SYNAPSINE 1 présentaient le motif de phosghtion de DYRK1A dans leur
séquence peptidigue modulée dans leur état de pbigdation par la condition trisomique puis
par le traitement a la L41 (motif renseigné en eodgns l&Suppl. Table 3. Nous avons donc
voulu veérifier par co-immunoprécipitation si cegf@ines pouvaient interagir avec DYRK1A.
Parmi elles se trouvent la protéine Kinesin FanMgmber A2 ou KIF2A qui est sur-
phosphorylée de maniére significative dans le®Vid(la) et Ts65Dn puis sous-phosphorylée
apres le traitement a la L41 au niveau du cer{8eppl. Table 3. DYRK1A et KIF2A ont
donc été immuno-précipitées séparément dans destexte cerveau de souris sauvage adulte
(Figure 32). L'immunoprécipitation de ces deux protéines@ anfirmée par western blot :
elles sont bien présentes dans leur IP respetiv€ APDH, contréle négatif, est absente dans
les deux IP. La bande correspondant a DYRK1A estiotée dans I'lP de KIF2A. Inversement,
le signal correspondant a KIF2A est présent ddRsde DYRK1A. Ces résultats suggerent
donc que DYRKI1A et KIF2A sont co-immunoprécipitégspourraient interagir 'une avec

I'autre, soit directement, soit indirectement.

—— — DYRK1A

ko GAPDH

Figure 32. Détection par western blot des protéines DYRK1A (8Da), KIF2A (110
kDa), et GAPDH (37 kDa) dans les fractions d’homogget d'immunoprecipitation (IP)
de DYRK1A et KIF2A.
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Des essais kinases ont ensuite été effectuésdafimérifier si DYRK1A pouvait
phosphoryler directement KIF2A au niveau de la &gridentifiée dans notre analyse
phosphoprotéomiqud-igure 33). Les résultats ont montré qu’aucune phosphoopatia pu
étre mesuree (0.9 % +/- 0.06) lorsque la protéiMf&R1A recombinante est mise en présence
du peptide KIF2A-tide contenant la Ser545. La kénast bien active, comme vérifié avec le
peptide contrdle, Woodtide (63.6 % +/- 22.09). Caratiendu, les substrats seuls ou la kinase
seule ne donnent aucun signal de phosphorylatiovo@fide 0.59 % +/- 0.27 ; KIF2A-tide 0
% +/- 0.17 ; DYRK1A Rec 0.07 %). DYRK1A n’est dopas capable de phosphoryler KIF2A
sur le résidu Ser545, du moins dans le peptide Kifide.

1001

fo¢]
e

DYRKI1A kinase activity (%)

Figure 33. Mesure de l'activité kinase (%) d'une protéineoenbinante DYRK1A en vis-

a-vis du peptide contréle Woodtide ou d’intérét Rix-tide.

Ces résultats indiquent que DYRK1A interagit avéE2@ mais de maniere indirecte. Le rble
de la protéine KIF2A a été décrit dans le contdilelevenir des axones collatéraux, au travers

de la dépolymérisation des microtubules (Hommal.et2@03a; Moores et al., 2006). Nos
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résultats vont dans le sens du réle de DYRK1A dlanganisation du cytosquelette démontré
récemment (Ori-McKenney et al., 2016b; Park et24l12; Scales et al., 2009).

3.10.2. DYRK1A et NR2B

En dehors des protéines possédant la séquencensaasde phosphorylation de
DYRKZ1A identifies dans I'analyse du phosphoprotéd®eppl. Table 3, certaines protéines
ne possedent pas cette séquence consensus macegentant hyper-phosphorylées par la
trisomie et déphosphorylées par le traitementganil. C'est le cas par exemple du récepteur
membranaire glutamatergique, NR2B dans I'hippocange souris Td¥yrkla) et Ts65Dn
(Table 4).

Protein
Gene Group Tg(Dyrkla) Tg(Dyrkla)+L41
Name Accessions Sequence phosphoRS Site Probabilities/ wt /Tg(Dyrk1a)
Nr2b  G3X9Vv4 QHSDTFVDLQK  S(3): 2.9; Y(4): 97.1; T(6): 0.0 0,47 -0,09
Ts65Dn Ts65Dn+L41
/ wt / Ts65Dn
Nr2b G3X9V4 RQHESYDTFVDLQK S(4): 48.4; Y(5): 48.4; T(7): 3.2 0,88 -0,69

Table 4. Séquence peptidiqgue de NR2B hyper-phosphoryléelsuésidu d’intérét (en
bleu) par la trisomie et sous-phosphorylé suitdraitement a la L41, dans I’hippocampe
des souris Tddyrkla) et Ts65Dn.

On constate que 'acide aminé modulé est une tyeoDYRK1A est définie
comme une sérine/thréonine kinase, mais des trapeoédents (Walte et al., 2013) ont pu
montrer que DYRKI1A était capable de phosphoriteritro des protéines non identifiées de
cellules HelLa sur leurs résidus tyrosine. Ainsihtéraction entre DYRK1A et NR2B a été
étudiée par co-immunoprécipitation des deux pregfhigure 34). La présence de DYRK1A
et NR2B dans leur IP respective confirme l'effitaile 'immunoprécipitation spécifique.
L’absence de signal de la GAPDH, contrdle négatififirme la spécificité de I'lP. DYRK1A
est détectée dans I'lP de NR2B, de méme que NRR2&étsctée dans I'lP de DYRK1A. Ces
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résultats signifient que ces deux protéines sastices dans un méme complexe, de fagon

directe ou indirecte.

- - \R2B
-_— GAPDH

Figure 34.Détection par western blot des protéines DYRK1A k®a), NR2B (180 kDa),
et GAPDH (37 kDa) dans les fractions d’homogénatdémmunoprecipitation (IP) de
DYRK1A et NR2B.

Nous avons ensuite voulu mieux localiser I'intei@ctde DYRK1A avec NR2B au sein
du neurone. En effet, NR2B est retrouveé soit legldes microtubules dendritiques ou il est
transporté depuis le réticulum endoplasmique &eb®luton post-synaptique, soit au niveau de
la post-synapse elle-méme ou NR2B constitue uns-gnité des récepteurs NMDAi@ure

35).
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Denicrite

Figure 35. Schéma du transport intracellulaire de la sous@MNR2B. La sous-unité
NR2B est transportée le long des microtubules deitdres depuis le réticulum
endoplasmique vers la densité post-synaptique (P8®)a protéine moteur KIF17a).

Au niveau du bouton post-synaptique, NR2B constitune des sous-unités du récepteur

membranaire NMDA(b). (Ally et al., 2008)
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Pour vérifier dans un premier temps si DYRK1A imtent au niveau du transport de
NR2B, KIF17, la protéine qui permet 'acheminemeéatNR2B le long des microtubules vers
la post-synapse (Guillaud et al., 2003), a étéamttee dans I'lP de DYRK1A-{gure 36).

Les résultats du western blot montrent que KIF1&sih’'pas co-immunoprécipitée avec
DYRKI1A, indiquant que ces deux protéines n’intesagnt probablement pas ensemble. Le
complexe DYRK1A et NR2B ne se situe donc probabldgmpas au niveau des microtubules
dendritique. En d’autres termes, DYRK1A ne jouedaitc pas de role majeur dans le transport
de NR2B dépendante de KIF17.
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Figure 36. Détection par western blot des protéines DYRK1/A (8Da), KIF17 (120
kDa), et GAPDH (37 kDa) dans les fractions d’homogéet d'immunoprecipitation (IP)
de DYRK1A.

La méme stratégie a été adoptée pour vérifier treke hypothése, a savoir la
localisation du complexe DYRK1A et NR2B au niveaurdcepteur NMDA post-synaptique.
A noter que le récepteur NMDA fait également padian complexe de la PSD faisant
intervenir les protéines telles que SYNGAP, PSD@®iecore CAMK2 FFigure 37).
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AMPA Receptor NMDA Receptor mGlu Receptor

Figure 37.Schéma des récepteurs membranaires AMPA, NMDA @tuintomplexés avec
les protéines de la PSD. (Kennedy, 2000)

Les protéines complexées au récepteur NMDA, et @doN&R2B, ont été recherchées
dans I'lP de DYRK1A Figure 38). DYRK1A apparait dans les IP de PSD95 et SYNGB®@.
plus, PSD95 et CAMK2 sont aussi détectées dansdBIDYRK1A. Ces résultats suggerent
gue DYRKI1A fait également partie du complexe NMD&H GLUR1 a ensuite été
recherchée afin de déterminer la spécificité detdiiaction de DYRK1A avec le récepteur
NMDA. L'absence du signal correspondant a GLUR1sddR de DYRK1A indique donc que
DYRKI1A interagit de maniere préférentielle avecdenplexe NMDA-PSD.
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Figure 38.Détection par western blot des protéines DYRK1A kba), PSD95 (95 kDa),
CAMK2 (50 kDa), GLUR1 (106 KDa) et GAPDH (37 kDa)ads les fractions
d’homogénat et d’'immunoprecipitation (IP) correspdante de DYRK1A, PSD95 et
SYNGAP.

Les tests kinases ont ensuite permis d'évalueDYdRK1A pouvait phosphoryler
directement NR2B sur son site Tyr13®gure 39). Les contrbles négatifs, peptides seuls ou
kinase seule, ne montrent aucune phosphorylatiaso(ifide 0.6 % +/- 0.3 ; NR2B-tide 0 %
+/- 0.3 ; DYRK1A Rec 0.1 %). DYRK1A recombinante pleosphoryle pas le peptide NR2B-
tide contenant le résidu d’intérét (0.80 % +/- (.albrs qu’elle phosphoryle bien son substrat
usuel, le peptide contréle Woodtide (63.6 % +/-122La Tyrl304 du peptide NR2B ne
représente donc pas un site de phosphorylationtdipwur DYRK1A.
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DYRKZ1A kinase activity (%)

Figure 39. Mesure de l'activité kinase (%) d’'une protéineaoebinante DYRK1A vis-a-

vis du peptide contr6le Woodtide ou d’intérét NR2iBe.

Bien que NR2B ne soit pas une cible directe de DYRKtous ces résultats signifient
néanmoins que DYRKZ1A pourrait participer a un caewpl comprenant les protéines de la
PSD. lls suggerent un nouveau role de DYRK1A danslrotransmission liée au glutamate

via les récepteurs NMDA.
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4. DISCUSSIONET PERSPECTIVES
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Mode d’action de la L41

Correction des déficits mnésiques dans le test de leconnaissance d’objet

Dans ce projet, nous avons démontré la restanrdda mémoire de reconnaissance
dans trois différents modéles de trisomie de cori@egénétique différente (TD{rkla),
Ts65Dn et DplYey par le traitement a la L41 et arsds dérivés dépourvu d’activité sur les
récepteurs aux cannabinoides, la L71. En revarahe}l n’est pas capable de restaurer la
mémoire spatiale des animaux transgéniques dantesie de la localisation d’objet.
L’hippocampe et le cortex sont les structures a@téb majoritairement impliquées dans la
mémoire de reconnaissance d’'objets et dans la mérdeileur localisation (Buffalo et al.,
2006; Mumby et al., 2002). Cependant, le degré @iration de chacune de ces structures est
différent selon le type de mémoire concerné. Eetgiffa été montré que des lésions bilatérales
de I'hippocampe dorsal chez le rat qui couvrent 30%©% du volume total hippocampique
altérent la mémoire spatiale. Le méme degré derpation a également été observé avec des
Iésions couvrant 50% a 100% de l'hippocampe (Breatlet al., 2004). De maniere
surprenante, la mémoire de reconnaissance eskrggrte suite a des lésions dorsales
touchant 50% a 75% du volume total hippocampique’ett endommagée que lorsque ces
Iésions sont plus grandes (a partir de 75%). Edfirsque I'hippocampe ventral est lésé
d’environ 50%, seule la mémoire spatiale est agie¢Broadbent et al., 2004). D’autres études
d’'imagerie fonctionnelle par résonnance magnétigiadisées au niveau du lobe temporal
médian (incluant le cortex entorhinal, périrhinalparahippocampique) de onze personnes
consentantes ont permis de mettre en évidencéeleled deux derniéres structures citées dans
la mémoire de reconnaissance et de la localisdtaijet. Les résultats ont révélé que chez ces
onze sujets, le cortex périrhinal était activé @andes tests mesurant les deux types de
mémoire. Le cortex parahippocampique impliquailesment la mémoire spatiale (Buffalo et
al., 2006). Ainsi, il apparait clairement que lamoére de reconnaissance et la mémoire de la
localisation d’objet sont gouvernées par des régaemébrales bien spécifiques et qu’elles sont
par conséquent contrélées par des voies molécsilaiea distinctes. Ici, la L41 semble agir sur
une voie propre a la mémoire de reconnaissance.d&fivérifier cela, il faudrait reprendre les
expériences d’'IRM fonctionnelle de I'étude précédemt mentionnée, sur des souris
Tg(Dyrkla) traitées ou non a la L41 et contrbles, et entajaua zone hippocampique dans

lanalyse. Si les structures cérébrales spécifigge mémoire de reconnaissance sont
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effectivement altérées chez les animaux transgéniquis corrigées par la L41, il serait
intéressant d’effectuer ensuite une étude de cargmar du profil d’expression de génes et de
phosphorylation des protéines, entre les strucun@sres a chacune des deux mémoires. Cela
permettrait de disséquer les différentes voies aubdéres spécifiques a chaque mémoire et
donc de mieux comprendre quel est le mécanismediple restauré par la L41 qui a permis
la correction des fonctions cognitives des souis®iniques dans le test de la reconnaissance
d’'objet.

L’accumulation des conséquences de la L41 sur lesnanismes biologiques est nécessaire

a la restauration de la mémoire de reconnaissance

Les différentes expériences de pharmacocinétidaebio-distribution, de durée de
traitement et de rémanence nous ont permis de nuatactériser le mode d’action de notre
inhibiteur de DYRK1A. En effet, 'administration gtidienne de L41 (20 mg/kg) pendant des
durées croissantes a révelé que l'effet de coomctiognitive de la drogue apparaissait
seulement a partir de 12 jours d’injections quetities. Or, la pharmacocinétique a montré que
le composé disparaissait totalement du cerveawaiude 2 h. De plus, la disparition complete
de I'effet inhibiteur est observable & 48 h apaéddrniére injection au ¥®jour. Ceci signifie
gue la restauration mnésique observée dans nodesatietrisomie partielle et transgéniques
pour DYRK1A ne provient pas d'une accumulation aetogue elle-méme mais plutdt d’'un
cumul, pendant au moins 12 jours, des conséquaredsnhibition de DYRK1A sur les

processus biologiques de ces animaux.

Nous savons déja que la L41 est efficace dés 12 gmitraitement sur la correction des déficits
mnésiques des animaux trisomiques. Un point qiieras éclaircir est la rémanence de ces
processus cognitifs rétablis par la L41 a partid8é apres I'arrét du traitement. Cette derniére
donnée manquante permettrait de proposer un madenihistration plus précis de la molécule
tel que la possibilité ou non de fractionner lesques de traitement. Ainsi par exemple, la
drogue peut-elle étre administrée un jour sur deuxa dose quotidienne unique peut-elle étre

fractionnée en deux demi-doses administrées adlintervalle ?
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L’activité catalytigue de DYRK1A physiologique basde est insensible a la L41

De maniere surprenante, les animaux contrélegsravec la L41 ne sont pas affectés
par la drogue, ni dans leur comportement vis-aduigest de la reconnaissance d’objet, ni au
niveau de l'activité kinase de DYRK1A. De plus, sémblerait que la molécule inhibe
uniquement l'activité de la kinase en exces cheateémaux trisomiques. Il semble que ce fait
ne soit pas lié a la dose de L41 administrée aimaux contrbles. En effet, I'étude de dose
réponse a montré que l'activité kinase physiologiga variait pas malgré des concentrations
élevées en L41 qui sont capables d'inhiber la DYRKUrnuméraire et corriger les effets
cognitifs. Ceci n’est pas non plus causé par uodlstribution différentielle du composé dans
les souris transgéniques par rapport aux sauvagegye le dosage de la L41, a la fois dans le
plasma et dans le cerveau, est le méme pour lesggsotypes. En revanche, la question d’'une
distribution différentielle se pose clairement échielle subcellulaire. En effet, nous avons
montré que DYRKI1A est a la fois exprimée au nivegioplasmique et nucléaire dans les
souris TgDyrkla) et sauvages. Le dosage de la L41 dans ces com@ais a révelé de maniere
intéressante et inattendue, une concentration mwiddin facteur 1.5 du composé dans le
cytoplasme des souris contrbles par rapport auxsgeniques. La concentration en L41
cytoplasmique située a environ 1.40 nM dans leptgione des cerveaux de souris sauvages,
pourrait étre insuffisante pour inhiber I'activitétalytique physiologique de DYRK1A. Ceci
expliquerait également que chez les transgénidaedrogue normalise I'activité kinase de
DYRK1A a un taux similaire a celle des souris s@@set n'induirait pas une diminution a un
niveau inférieur a celui-ci. Cependant il est gdusbable que la DYRK1A native, basale occupe
un compartiment cellulaire différent ou elle edasee a des protéines différentes par rapport
a la DYRK1A surnuméraire. Sa localisation difféeeat/ou ses protéines associées différentes
la protégerait « physiquement » de la L41. Il senthle la L41 n’ait pas accés a la DYRK1A
native, basale. L'étude comparée des différentpepulations » de DYRK1A (localisation
intracellulaires, protéines associées) devraitrdmner (1) a comprendre les causes des effets
physiologiques majeurs liés a la présence d’'unecypplémentaire du gene de DYRKI1A, et
d’une concentration globale de la kinase multipfi@eun simple facteur 1,5 et (2) a bien cibler
de futurs inhibiteurs thérapeutiques.

On peut remarquer que I'expression de DYRK1A da&ssdompartiments cytoplasmique +
synaptosome et nucléaire est similaire au proficdecentrations de la L41 dans différents

compartiments cellulaires. Cela suggere que ladagkke correspondrait proportionnellement
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a la quantité de DYRK1A présente dans I'échantilisiin de vérifier si la L41 dosée est celle
qui est restée accrochée a DYRKI1A, un dosage dd4fh a partir de DYRK1A
immunoprécipitée serait envisageable. Si c’esafe it serait intéressant de confirmer cela par
le dosage de la molécule dans des animaux hété@tesygouDyrkla. Enfin, ce dosage réalisé
dans des souris « kinase dead » possédant unmallééesur la Lys188 du domaine kinase de
DYRK1A et dont I'activité est réduite de moitié rpeettrait de mettre en évidence I'importance
du domaine catalytique dans la liaison de la L41.

De la L41 au candidat médicament

En comparaison avec les autres inhibiteurs de D¥RHKécrits dans la littérature, les
dérivés de la Leucettine 41 pourraient étre la aeolg plus sdre d’emploi au niveau de sa
toxicité ainsi que de sa spécificité dans I'actiohibitrice de DYRK1A (cf partie 1.10.3 de
lintroduction pour la description des principaugfauts des autres inhibiteurs). En effet,
contrairement a la molécule CX-4945, la structurencque de la L41 est bien différente de
celle de 'Harmine dont on connait ses effets néfagt dangereux sur la régulation de la
cognition. De plus, elle ne posséde pas cette imdétide cibles comme c’est le cas pour
'EGCG, conférant ainsi une spécificité vis-a-ves[@YRK1A supérieure a cette derniére. Bien
gue la L41 soit capable de corriger les déficitgnitifs lies a la mémoire de reconnaissance
des animaux trisomiques, elle présente néanmogilguges aspects & améliorer afin de parvenir

au candidat médicament.

Le premier étant son interaction avec les réceptaux cannabinoides CB1. Une
activation de ces récepteurs peut entrainer urens&pcognitive mais comme présenté dans
I'introduction, une interaction anormale a longrerinduit des désordres psychiatriques. Nous
avons montré qu’un traitement avec la L71, un déde la L41 qui inhibe DYRK1A sans
activité sur les récepteurs CB1, était capabled®urer les performances mnésiques des souris
Tg(Dyrkla). La Leucettine L3, un composé aux propriétés epps (interaction avec CB1,
mais pas d’inhibition de DYRK1A), est incapablecderiger les déficits cognitifs. Ces résultats
qui confirment que la correction cognitive est bilere & une inhibition spécifique de l'activité
de DYRKI1A sans impliquer les récepteurs aux camwates, encouragent a poursuivre la
recherche d'inhibiteurs de DYRK1A dérivés de la ledtiépourvus d’activité sur les récepteurs
CB1.
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Le second défaut de la L41 est son incapacit&sepda barriére intestinale. Elle devait
alors étre injectée par voie intrapéritonéale. badidat médicament devra donc pouvoir
franchir la barriére intestinale en plus de la iéaer hémato-encéphalique, afin d'étre
administrable par voie orale. Une fois le candidédicament identifié, il sera ensuite
nécessaire de réitérer la batterie de tests phatatagues, biochimiques et comportementaux
dans un autre modéle animal tel que le rat par pdem ce moment-la, si tous les criteres
d’absorption, de distribution, de métabolisme, dtéxion, de toxicité, d’innocuité sont validés,

alors des tests en phase préclinique réglememal@ique pourront étre envisageés.

Traitement a la L41 durant le développement

De maniére générale, il est important de bienrdéter la fenétre thérapeutique du
futur candidat médicament. Par exemple, il a étatrdajue les effets bénéfiqgues de lEGCG
et leur rémanence dépendaient de la période alladeetraitement est donné. Ainsi, une
administration par gavage de la mére de ce compas@rénatal (au °7¢ et ™ jour
embryonnaire) permettait d’améliorer de manierénitéfe la morphologie cranio-faciale des
souris trisomiques Ts65Dn (McElyea et al., 201&) plus, certains phénotype cognitifs ont été
corrigés suite a une administration chronique B&CG a des souris sur-exprimaddrkla,
les Tg(CEPHY152F7)12Hgc, durant la gestation ejyissl’age de trois mois. Ces corrections
impliquaient une réduction du volume cérébral éamonent du thalamus-hypothalamus ainsi
gu’une restauration de la mémoire de reconnaissariorg terme (Guedj et al., 2009). Des
nouveaux nés Ts65Dn recevant un traitement soas&uentre le €3 et le 15™ jour
présentaient une restauration totale de la neugsgerdu nombre de cellules granulaires
hippocampiques ainsi que du taux de protéines ptépost-synaptiques au niveau de
I'hippocampe, du gyrus denté et du cortex. Cependamorrection de ces phénotypes n’ont
pas perduré et disparaissaient déja au bout d’'us apves I'arrét du traitement. Ce qui était
confirmé par les déficits présents au niveau de heémoire spatiale et mémoire de travail
(Stagni et al., 2016). Une administration pendantnois de 'EGCG dans I'eau de boisson a
des souris Ts65Dn et Tg(MT1Byrkla) a I'age adulte (3 mois) améliorait leur mémoire
spatiale et leur mémoire de reconnaissance (Tdria.e2014). En revanche, lorsque les
Ts65Dn recevaient ce traitement dans I'eau de boipendant trois semaines a partir deM1
ou 24™jour postnatal, correspondant & la phase d’adefess; aucune restauration dans les
taches d’'apprentissage ni dans la mémorisationaspait de reconnaissance n'a pu étre
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observée (Stringer et al., 2015, 2017). Les effkts ou moins bénéfiques obtenus avec cette

molécule est donc fortement dépendante de 'agead@lje est administrée.

Dans notre projet, nous n’avons traité que desahesdnurins a un age adulte, quand le
cerveau est déja totalement mature. Or, comme senfges résultats relatés précédemment, il
semblerait qu'un traitement anténatal serait I'appe la plus efficace afin d’assurer une
correction des phénotypes associés au SD et lean@nce. Aussi, puisque DYRK1A joue un
réle majeur dans le développement cérébral etllissement du réseau neuronal, il serait donc
intéressant d’envisager un traitement précocd-auaettine durant le développement chez nos
modeles de trisomie afin de vérifier si la drogaeaapable de restaurer la neurogenese. Ainsi,
plutét que de normaliser les conséquences sureldsrmances intellectuelles engendrées par
le surdosage de DYRK1A a I'age adulte, un traiterpendant le développement fcetal pourrait
corriger, peut-étre de maniere définitive une pastoire 'ensemble des déficits cognitifs liés
au SD. Pour qu'une telle perspective puisse éalisg®, il faudra d’abord s’assurer en amont
gue la drogue traverse bien la barriére placenthinetraitement in-utero pourrait également
limiter les questions éthiques soulevées par lesnps d’enfants atteints de ce syndrome. En
effet, des chercheurs canadiens ont exploré lagredont les parents percevaient la possibilité
de traiter leur enfant en post-natal, dans le butichinuer les altérations mnésiques provoquées
par la trisomie (Inglis et al., 2014). Ce sondageéeélé que deux-tiers des participants
déclaraient étre favorables a une telle initiapuesqu’elle permettrait d’améliorer la qualité de
vie de I'enfant et celle d’eux-mémes. En revancime, minorité s’'inquiétait des conséquences
gue le traitement pourrait avoir sur la personéali¢ I'enfant. Or cette appréhension sur les
risques de changement de personnalité n'auraitligusd’étre si le traitement était appliqué
avant la naissance. Enfin, la thérapie précoce pgatement s’avérer étre une solution

réconfortante pour les couples pour lesquels l@vmoent constitue un réel dilemme.

Autres applications de la L41

Outre ses capacités a restaurer les performangegives des animaux trisomiques, la
L41 a également été décrite pour ses effets nenateqieurs notamment contre la neuro-
dégeénérescence induite par la protéine APP tellebgaervée dans des modeles animaux de
maladie d’Alzheimer (Tahtouh et al;, 2012; Naeralet 2015). Il apparait donc intéressant de
tester la L41 dans le cadre du déclin cognitif ei€sa cette maladie dans des modéles murins

sur-exprimant APP par exemple. Rappelons que ls®pees atteintes du syndrome de Down
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sur-expriment ce gene APP présent sur le chromogimet sont donc avec I'age, souvent
sujets au développement de cette pathologie. Aespatients atteints de cette démence mais
également les individus porteurs de la T21 dévelapplzheimer, pourraient tirer bénéfice de
la L41 ou de facon plus large, d’un inhibiteur phacologique de DYRK1A.

Un traitement a la L41 sur des cellules hippocaumgs de souris HT22 et des cellules
d’ostéosarcomes U-2 OS a révélé un autre effeteiméti de la drogue : l'activation de
'autophagie induite par l'inhibition de la prot@€DC-like kinase CLK1 (Fant et al., 2014).
L'utilisation de la L41 peut donc s’avérer bénégqilans des cas de cancer ou l'autophagie est
indispensable a la régression tumorale (Liang et 1899), ou encore contre la neuro-
dégénérescence ou cette activité protége de I'atiofigde polyglutamines dans la maladie de
Huntington (Ravikumar et al., 2002). Une réducti@s capacités autophagiques est d’ailleurs
observée au cours du développement de la maladiehd&imer (références dans Fant et al.,
2014).
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Meécanismes biologiques sous-jacents aux déficits
mnésiques observés dans les modeles murins de la
T21

Les cing phosphoprotéines communes aux modéles Dyfkla) et Ts65Dn et aux trois
régions du cerveau (hippocampe, cortex, cervelet) ises en évidence dans l'analyse

phospho-protéomique.

Les analyses du phosphoprotéome ont permis deengetévidence 5 phosphoprotéines
partagées par les modeles Dg(kla) et les Ts65Dn et qui sont communes a I'hippocarape
cortex et au cervelet: MAP1A, MAP1B, MAP2, PICCOL& SYNAPSINE-1. La
phosphorylation de ces protéines est significateeinmodulée par la condition trisomique et
est sensible au traitement a la L41. La SYNAPSINE-Tait I'objet d’'une étude plus
approfondie dans ce projet car le peptide phosphaorrespondant était le seul a posséder un
site de phosphorylation appartenant a une séquasteensus de DYRK1A. De plus cette
protéine présentait une hyper-phosphorylation aésacla surexpression de DYRK1A, et une
déphosphorylation suite au traitement a la L41n&is avons démontré que la SYN-1 est
phosphorylable par DYRK1A sur son résidu Ser5B1lvitro. Les autres protéines sont
egalement intéressantes puisque MAP1A, MAP1B et RIsdht phosphorylées par DYRK1A
(Murakami et al., 2012; Scales et al.,, 2009). Cdpaty les sites de phosphorylation par
DYRK1A sur ces protéines décrits dans ces travdXR1A : Thr2059, MAP1B : Serl1392,
MAP2 : résidu non identifié€) ne correspondent auauales sites identifiés dans le
phosphoprotéome. Il se pourrait donc que DYRK1Ageiphosphoryler ces trois protéines sur
d’autres résidus dans une séquence différente dégaence consensus théorique. En effet,
DYRK1A phosphoryle certains substrats au sein d’'séguence non consensus, tel que le
facteur d’épissage SF3b1/SAP155 (L-TUAYT-P) (Graaf et al., 2006). En outre, DYRK1A est
capable de phosphoryler une méme cible sur plusigsidus différents. C’est le cas de la
protéine Tau par exemple, dont on connait mainteddnsites de phosphorylation par
DYRK1A (Liu et al.,, 2008). En tous les cas, I'éemenge de ces 3 protéines conforte la
pertinence de notre étude phosphoprotéomique dirmenle role de DYRK1A dans les
processus de morphogenese dendritique et de régutss microtubules (Ori-McKenney et
al., 2016).
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La derniere des 5 protéines communes, PICCOLQurestprotéine de la matrice du
cytosquelette associée a la zone active présynap(i@ases-Langhoff et al., 1996). Elle joue
un rble de protéine d’échafaudage impliquée darsdbcytose et I'exocytose des vésicules
présynaptiques (Fenster et al., 2003; Garner,&@)0). La suppression de son expression dans
le cerveau humain a conduit & une perte dramatqueellules neuronales accompagnée d’'une
hypoplasie ponto-cérébelleuse de type 3 caractépaé une atrophie du cervelet avec une
microcéphalie progressive (Ahmed et al., 2015)plbs, I'inhibition de I'expression de PCLO
dans des cultures de neurones hippocampiques mmalitispersion de la SYN-1A en dehors
du bouton présynaptique et donc une augmentatitaxaecytose vésiculaire (Leal-Ortiz et al.,
2008). Cette dispersion s’explique par la diminutitans I'assemblage des filaments d’actine
sur lesquels SYN-1 exerce son ancrage pour mairéepool de réserve vésiculaire (Waites et
al., 2011). En régulant le relargage des neurstnatteurs par le contréle de I'assemblage des
filaments d’actine présynaptiques, PCLO joue damcréle en amont de la SYN-1 et peut donc
influencer I'activité de cette derniére. Ainsi,daminution des vésicules du pool de réserve
observé en microscopie électronique au niveau lipplbcampe des animaux Tyfkla)
pourrait étre causée par une altération du role@eO suite a une phosphorylation anormale
sur la protéine. En effet, une étude récente dggaprotéome ciblée sur des synaptosomes
de rats, préalablement stimulés électriquemeniévélé que PCLO était 1a*? protéine
(derriere la protéine BASSOON) a étre massivemeasphorylée sur 31 sites différents, suite
a la dépolarisation (ces sites different de ceuxoweés modulés dans notre analyse
phosphoprotéomique). A noter que seulement 18 sitegté identifies pour SYN-1, dont la
Ser549, Serb51 et Ser682 également retrouvées uliéeég dans notre étude
phosphoprotéomiqud-igure 40). Ce qui indique que les événements de phosphimnylaur
PCLO sont étroitement liés avec I'exocytose vésicel(Kohansal-Nodehi et al., 2016). Les
perspectives expérimentales pour vérifier cettethgse seront discutées un peu plus tard dans

ce chapitre.
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Figure 40. Comparaison des sites phosphorylés dans Piccbl®yeapsin-1 dans notre
analyse phosphoprotéomique avec ceux de I'étudEaleansal-Nodehi et al., 2016. Les
résidus en rouge, bleu et vert représentent lesssitodulés dans les souris Dyfkla),
dans les Ts65Dn et communément dans les deux medespectivement. En noir les sites

décrits dans Kohansal-Nodehi et al., 2016.

SYNAPSINE 1, une nouvelle cible de DYRK1A

Comme démontré préecédemment, DYRK1A est capalii¢edagir directement avec
SYN-1. Cette protéine de la présynapse est impiglais le maintien du pool de réserve des
veésicules synaptiques en les retenant au niveacythsquelette d’actine (Benfenati et al.,
1991). Lorsqu’elle est phosphorylée par différenkésases telles que la CAMK2, son
interaction avec le cytosquelette d’actine se romp@tmettant ainsi la libération des vésicules
vers la zone active présynaptique (Llinads et @91). Il apparait donc clairement que le
relargage des neurotransmetteurs est dépendalagdesphorylation de SYN-1. Nous avons
montré que SYN-1 est directement phosphorylée pYERKILA sur son résidu Ser551. Il faut
noter que cette nouvelle interaction était jusqui@sent inconnue dans la littérature, elle met
en lumiéere un nouveau réle de la kinase dans leg@erdu traffic des vésicules présynaptiques
dépendante de SYN-1.

121



En dehors de son role physiologique dans la régulde la plasticité synaptique, SYN-
1 a également été associée aux phénomenes d'épilB@ams ce cas pathologique, elle a été
identifiée pour la premiére fois lors d’'une étudalisée sur une famille de quatre générations
dont certains membres, uniqguement de sexe mascpl@ésentaient soit des troubles
épileptiques seuls, soit accompagnés d’'une madnatiépd’une altération cognitive ou encore
d’'un comportement agressif (Garcia et al., 2004k thercheurs ont découvert une mutation
non-sens (W356X) sur le géne codant la SYN-1 @i ptésente chez tous les hommes affectés
et les femmes porteuses, et qui ségrégeait avdrdenosome X de maniére récessive dans les
générations suivantes. L'implication de la SYN-hsl#épilepsie a été confortée plus tard par
la découverte d’autres mutations non-sens (Q555Xgux sens (A51G, A550T, T567A) sur
quatre générations d'une famille franco-canadiedarss laquelle des cas épileptiques et
autistiques ont pu étre diagnostiqués (Fassio.e2@11). Ces mutations ont lieu au niveau de
domaines importants de la protéine pour la phosditon de SYN-1 essentielle a son role de
régulation du pool vésiculaire présynaptiqliég(re 41). La perturbation des niveaux de
phosphorylation de la protéine entrainant unealitér de ’'homeéostasie synaptique peut ainsi
étre a l'origine des phénomenes épileptiques. at, dfassio et al. (2011) ont démontré que
ces mutations non-sens et faux sens conduisaieme @iminution de la taille et du traffic du
pool vésiculaire associée a une altération de ¢esiorylation par les kinases MAPK/Erk et

de la croissance neuritique.
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Figure 41. Sites de phosphorylation connus de la SYN-1 clezrat. Description des
kinases et phosphatases ciblant SYN-1 et consémsenc des

phosphorylation/déphosphorylation sur I'associatd@nSYN-1 au cytosquelette d’actine,
la libération vésiculaire du pool de réserve prépmque et le relargage des

neurotransmetteurs (Cesca et al., 2010) .

L’épilepsie, associée la plupart du temps a uneao@phalie ou encore a un retard mental, a
éte rapportée dans plusieurs cas de patients guinedent une haploinsuffisance pdyrkla
(MRDY7) (Courcet et al., 2012; Mgller et al., 20@gema et al., 2010; Valetto et al., 2012;
Yamamoto et al., 2011). Ceci pourrait signifier (g¥¢N-1 est dérégulée lorsque I'expression
de DYRKI1A est réduite de moitié et que ces deuxémes sont fonctionnellement liées. Ces
données corroborent donc nos résultats a savatiedaction directe de DYRK1A avec SYN-1.
Bien gqu’aucune information ne soit disponible quanta fréquence des cas épileptique
potentiellement observables dans les modéles stantie utilisés durant notre projet, il est a
noter que dans la population touchée par la T2 tuence des cas d’épilepsie se situe entre
1,4 et 17 % contre 1% pour la population génératpielle augmente avec I'age (lllingworth,
1959; Johannsen et al., 1996; Prasher, 1995).
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Diminution du nombre de vésicules présynaptiques dae I'hippocampe des souris

Tg(Dyrkla)

Des travaux antérieurs réalisés sur des cultugesedrones hippocampiques issus de
souris possédant une trisomie partielle, les Ts65@mplétent nos résultats dans I'analyse
ultra-structurale présynaptique (Marland et al1&0 En effet, les chercheurs n’ont observé
aucun changement dans le nombre de vésicules dudpao@serve dans ces cultures. Leur
modele expérimental utilisé suppose un recyclage wesicules provenant de boutons
terminaux exclusivement hippocampiques. Or, dansieeau entier, I’hippocampe recoit deux
principales voies afférentes permettant le trahsked’information depuis le cortex entorhinal
vers I'hippocampe : la voie trisynaptique et la evanonosynaptique temporoammonique
(Coulter et al., 2011; Witter and Amaral, 1991).\Mage trisynaptique débute dans la couche I
du cortex entorhinal qui projette ses axones \eegytus denté (voie perforante) et la région du
CAS3 a partir de laquelle d’autres axones, lesatétbles de Schaeffer, font synapses dans la
région du CAl. Tandis que la voie monosynaptiqueproammonique sollicite plutét les
axones de la couche Il du cortex entorhinal qansmettent I'information directement vers le
CALl (Figure 42).
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Figure 42. Schéma des connectivités cortico-hippocampiques.voie trisynaptique
(couche Il EC — DG — CA3 — CAl) et la voie tempomoaonique (couche Il EC — CA1)
constituent les voies afférentes corticales priatés de I'hippocampe. Les neurones du
CA1l et du SUB envoient a leur tour I'informationrgela couche IV et V du EC. EC :

cortex entorhinal, DG : gyrus denté, SUB: subiculufCoulter et al., 2011)

Dans notre analyse ultra-structurale des synap®ss,vésicules présynaptiques
guantifiées provenaient exclusivement du cortex f@uégion du gyrus denté. En effet, pour
la région du CAS3, il a fallu trier les présynapsssservées puisque les axones afférents
proviennent non seulement du cortex entorhinal égadement du gyrus denté (dont les axones
correspondant sont appelés les fibres moussuedg ¢ région CA3 contra-latérale. La
différence entre la présynapse d’'une fibre moussgelle d’un axone typique est basée sur sa
morphologie assez particuliere, c’est a dire tégd pouvant atteindre jusqu’a 100 fois la taille
d’'un bouton terminal typique, et sur la présencepldsieurs zones actives pour une méme
présynapse. Pour discriminer I'axone cortical d&dhe contra-latéral, il a fallu se focaliser sur
la couche cellulaire correspondante. En effetétiEedécrit que les axones corticaux se projettent
uniquement dans la coucheatum lacunosum-moleculare, tandis que les axones du CA3 font
synapses plutdt dans la couctatum radiatum (Kajiwara et al., 2008)Higure 43). Puisque
les neurones pyramidaux du CA3 sont caractérisédgsaaxones strictement non-myélinises,
la couchestratum lacunosum-moleculare d’intérét est donc facilement reconnaissable géace
la présence d’axones entourés de myéline (Duigal.,e2013). Nous avons utilisé le méme

raisonnement pour la région du CA1 qui recoit égalet les afférents du CA3. La réduction

125



du nombre de vésicules présynaptiques détectéeleh@mnimaux transgénigues a donc lieu
principalement dans les boutons présynaptiqguesi@@®nes du cortex entorhinal, tandis que
la densité des vésicules présynaptiques des régippscampiques ne semble pas étre affectée
selon Marland et al. (2016). Effectuer & nouveayulantification des vésicules présynaptiques
au niveau des axones hippocampiques et répétexpesiences de Marland et al. (2016) dans

des cultures de neurones corticaux de la régiarkEngale pourrait confirmer cela.
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Figure 43. Représentation des différentes couches des strestdu CA3 et CAl
hippocampiques. MF Mossy Fibers. Adapté de Ishizekal., 1995; Spruston, 2008.

Une différence entre le cortex entorhinal et lfopampe réside dans les divers types
neuronaux qui peuplent chaque région cérébraleftehau niveau cortical, les couches Il et
lll sont principalement constituées de neuronegést@t de neurones pyramidaux, avec une
dominance de cellules étoilées dans la couch€&#n{o et al., 2008; Klink and Alonso, 1997).
Dans I'hippocampe, le gyrus denté est essentielleimemposé de cellules granulaires et les
régions du CA1l et CA2, de neurones pyramidaux tk@estypes de neurones possedent chacun
une morphologie bien particuliere. Il en est de r@mur les cellules pyramidales de la couche
Il et Ill du cortex entorhinal et des régions du LAt CA3 qui ne partagent pas la méme
structure Figure 44).
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Figure 44. Structures (a.) d'un neurone granulaire du gydesnté, (b.) d’'un neurone
étoilé du cortex entorhinal et (c.) de neuronesapyidaux de la couche Il et |1l du cortex
entorhinal et des régions CA3 et CA1l hippocampiqugkason Snyder ; Michael N.

Economo ; Spruston et al.)

Cela sous-entend que ces neurones sont contr@ldspaoies moléculaires distinctes et qu'ils
difféerent par conséquent dans leurs fonctions. fet,ell a été montré que suite a une
stimulation électrique a haute fréquence, les magale la voie temporoammonique-CA1l
étaient capables de répondre avec une LTP domraspance était nettement plus élevée que
celle des collatérales de Schaeffer-CA1l (Aksoy-Aksel Manahan-Vaughan, 2013). Cette
différence fonctionnelle peut ainsi amener a emésaue les neurones du cortex entorhinal
différent d’'un point de vue moléculaire par rap@arx neurones hippocampiques. Il a d’ailleurs
déja été montré qu’au sein méme de 'hippocampadarones pyramidaux du CA1 et du CA3
présentaient des différences dans leur profil desgion génique. Dans [I'étude
correspondante, I'analyse des cellules pyramidatdées des deux zones d'intérét a partir de
6 echantillons humains, ont révélé 12 génes qiermdtaignificativement surexprimés dans les
cellules du CA1 par rapport a celles du CA3. Ipssaait de génes codant pour des récepteurs
membranaires tels que les récepteurs du GABA (GABRAGABRA2) ou encore des genes
codant pour les sous-unités NR1 et NR2B des réeepidMDA. De plus, une augmentation
du taux d’ARNm a également été observée pour dagipes de régulation du cytosquelette

telles que COX2 (cyclooxygenase 2) ou encore uoine de 'endosome EEAL. A l'inverse,
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les neurones pyramidaux du CA3 exprimaient 8 géeefacon augmentée significativement
par rapport aux neurones du CA1l tels que les géoéant pour les récepteurs GLUR1 et
GLURZ2 ou encore ceux codant pour les éléments thsgyelette, I1$- et y-actine et APP
(Ginsberg and Che, 2005). Ces difféerences danpréssion génique et fonctionnelle illustre
limplication différentielle des populations neusdes dans les processus biologiques mais
également l'importance de disséquer leur identi@énulaire et fonctionnelle pour une
meilleure compréhension mécanistique. Ainsi, equieoncerne la phosphorylation directe de
SYN-1 par DYRKI1A, il serait intéressant de compafexpression de cette protéine
présynaptique dans ces différentes populationsonailegs. De maniére générale, il faudrait
réaliser la méme expérience que Ginsberg and Qb@5)2en comparant cette fois-ci les
neurones étoilés et pyramidaux des couches Il @tiitortex entorhinal par rapport aux cellules
granulaires du gyrus denté et pyramidales du CACAB hippocampiques. Les résultats
pourraient éclairer davantage le mécanisme mol@éeukous-jacent a la diminution des
vésicules présynaptiques spécifique aux neuronesodigx entorhinal observée dans les

animaux transgéniques.

Pool de réserve vésiculaire non restauré par la L41

Les travaux de ce projet ont montré que DYRK1A €@pable de phosphoryler SYN-
1 sur son résidu Ser551. Dans le phosphoprotéormeTd®yrkla), ce site est hyper-
phosphorylé par DYRK1A puis normalisé suite autéraient par la L41. Les analyses ultra-
structurales ont révélé une diminution du nombre vésicules du pool de réserve
hippocampique dans les souris transgéniques. Lthgse émise précédemment suite a ces
résultats est que I'hyper-phosphorylation de SYNak DYRK1A sur Ser551 induit un
relargage excessif de ces vésicules de réservdalaose active. Bien que la phosphorylation
de la SYN-1 soit normalisée par la L41, le pootékerve n’a pour autant pas été restauré chez
les TgDyrkla) traitées. La cause de ce phénotype doit dorrosedr en amont de la régulation
des vésicules par SYN-1. PCLO a été décrite autddédice chapitre comme une protéine
présynaptique dont le réle est de controler I'atddage des filaments d’actine. Or le
cytosquelette d’actine est un élément indispensabéncrage des vésicules de réserve médiee
par la SYN-1. Ainsi, si la fonction de PCLO estéadte, ce réservoir vésiculaire ne peut se
constituer correctement, et ceci, méme si la fonatie SYN-1 a été restaurée par la L41. Dans
la condition trisomique, il ne peut étre exclu daieliminution du pool de réserve vésiculaire
soit causée a la fois par l'altération de I'assegéldes filaments d’actine dépendante de PCLO
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et par la dissociation excessive des vésicules/thsguelette d’actine dépendante de SYN-1.
Afin de valider cette hypothése, il faudrait végifi dans des cultures de neurones
hippocampiques et corticales des Dg(la) si 'organisation du cytosquelette d’actine de la
présynapse est perturbée par rapport aux contrfl@sF-actine ainsi qu’'une protéine
présynaptique telle que la synaptophysine seramamtjuées par fluorescence et visualisées
sous microscope a haute résolution comme le dSTQRBEt stochastic optical reconstruction
microscopy). Puis, si ce phénotype est vérififaudrait normaliser I'hyper- ou la sous-
phosphorylation de PCLO dans les Dg(kla) de chacun des sites identifiés dans notre analyse
du phosphoprotéome et évaluer le rétablissemeaytdgquelette d’actine et son impact sur le

nombre de vésicules du pool de réserve.

Hypotheses sur les mécanismes synaptiques de congmion des conséquences liées a

I'altération du pool de réserve vésiculaire

Comme mentionné précédemment, le traitement &lanla pas normalisé le nombre
de vésicules présynaptiques dans lePVg{la). Or la molécule avait corrigé les performances
mneésiques de ce modeéle dans le test de la receanaes d’objet. Ce qui signifie que l'effet
correcteur de la drogue ne passe pas par la dorredt pool de réserve vésiculaire. Si I'on
maintient 'hypothése que le phénotype observ&@ssé par une libération excessive de ces
vésicules de réserve, il peut étre proposé queMistsynaptique soit rétablie par un adressage
forcé de ces vésicules solubles relarguées en exeesun transport rétrograde destiné a un
processus de dégradation lysosomale. Ceci perimedtbac de rééquilibrer le nombre de
vésicules prétes a I'exocytose et ainsi de padlierelargage excessif de neurotransmetteurs
(Figure 45. A). Pour vérifier ceci, le marquage de chaines dmdyspécifiques a la poly-
ubiquitination telle que la chaine K48 par la taghe UIFC (Ubiquitination-induced
fluorescence complementation) pourrait étre réalidans des cultures hippocampiques et
corticales de souris TDfrkla) traitées ou non a la L41 et contrdles et permietainsi
d’évaluer I'activité de protéolyse.

Deux autres hypothéses peuvent étre émises qledtrainution des veésicules présynaptiques
de réserve |l pourrait y avoir une diminution encat, soit de la génération des vésicules au
sein du réticulum endoplasmique, soit de la viteBaeheminement des vésicules le long des
microtubules. Sur cette base théorique, le failbdenbre de vésicules disponibles a la

présynapse pourrait étre soit compensé par uneatisation de la production vésiculaire ou
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par le rétablissement de la vitesse du transpertyiaire. Une quantité suffisante de vésicules
au bouton terminal serait donc assurée et cellesraient alors adressées directement a la zone
active sans alimenter le pool de réseligire 45 B. et C). Afin de vérifier si la production
vésiculaire est altérée chez les Dg(kla) puis normalisée par la L41, il faudrait quantifie
dans des cultures de neurones hippocampiquestetates de souris TQyrkla) traitées ou
non par la L41 et contrdles, les vésicules nounsdle produites par le réticulum
endoplasmique a I'étape ou elles cheminent veppdéieeil de Golgi. Ceci est possible en
marquant les protéines COPII qui sont des coatarggrécifiques du transport antérograde des
protéines du RE vers le Golgi, ainsi qu'un marqusuraptique vésiculaire présent depuis le
RE telle que la Synaptobrevine. Enfin, pour évalaeritesse de transport vésiculaire le long
des microtubules, une étude du transport axonathemmbre microfluidique pourrait étre
envisagée a partir de neurones hippocampiquestatates d’animaux transgéniques traitées
ou non a la L41 et controles. En marquant la Syimaptine, il serait possible de suivre
'acheminement des vésicules le long des axonesesturer leur vitesse de transport et voir

limpact de la L41.
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Figure 45. Trois hypothéses de mécanismes de compensatiohattération du pool de réserve par la L40A) Normalisation de la
guantité de vésicules a la zone active par la LSdite & une libération anormalement élevée descudss de réserve, les vésicules libres
en excés subissent un transport rétrograde forceg haedégradation lysosomal@) Normalisation de la quantité de vésicules synapgiju
générées au niveau du réticulum endoplasmiGe Rétablissement du transport vésiculaire. Une faiseaninées en dehors de 'appareil
de Golgi, les vésicules se lient a des protéinesemis qui les transportent le long des microtubuless la présynapse. A ce niveau, au
lieu d’alimenter le pool de réserve, elles sontedtement libérées a la zone active ou elles fustomra la membrane permettant le

relargage des neurotransmetteurs. Adapté de Riz26li4.
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Les substrats indirects de DYRK1A : KIF2A et NR2B

D’autres substrats indirects de DYRK1A ont été rars lumiére dans ce projet.
Contrairement a SYN-1, la protéine KIF2A n’est pdsphorylée de maniere directe avec
DYRK1A comme l'ont démontré les essais kinases. nN&ans, les résultats de co-
immunoprécipitation suggérent I'existence d’'un cterp DYRK1A-KIF2A et que DYRK1A
agirait donc de maniére indirecte sur cette ciklE2A appartient a la famille des Kinesin-13
qui comprend en outre KIF2B, KIF2C et KIF24. Coimgment aux autres familles des KIFs
qui se déplacent le long des microtubules pourras$el transport des cargos, les Kinesin-13
exercent plutét un rbéle dans la dépolymérisatios ahcrotubules dépendante de I'ATP et
régulent ainsi la croissance des axones collatéfBegai et al., 1999). En effet, des souris
invalidées pour le gen&IF2A manifestent une hyper-extension aberrante desclhean
collatérales causée par I'inhibition de I'activité dépolymérisation microtubulaire (Homma et
al., 2003). De récentes études ont montré que KIE®4t fortement phosphorylée dans le
cerveau de souris. Parmi les kinases identifiéagimouve la p21-Activated kinase 1 (PAK1),
la cyclin-dependent kinase 5 (CDK5) ou encore la-Bbsociated protein kinase (ROCK) qui,
selon le site de phosphorylation, va supprimer civer la croissance neuritique. Ainsi, la
dépolymérisation des microtubules est inhibée logsdPAKL (résidus Thrl86/Thrl87,
Thr439/Ser440/Serd41, Serd79 et Ser488) et CDKbd{ré Thra74 et Ser503) phosphorylent
KIF2A. A l'inverse, ROCK stimule cette dépolymétiem en phosphorylant le site Thr482.
Aucun site consensus de phosphorylation n’a ét&é&r@our DYRK1A dans cette analyse, ce
qui conforte nos résultats négatifs dans les egsamse (Ogawa and Hirokawa, 2015). Notre
étude phosphoprotéomique a montré que la SerS&3RBA était hyper-phosphorylée par la
trisomie puis déphosphorylée suite au traitemenigéa4l. Il peut donc étre supposé que le
surdosage de DYRK1A module positivement, de marm&eete ou indirecte, une autre kinase
responsable de [I'hyper-phosphorylation de la Ser5Rarmi les kinases de notre
phosphoprotéome qui pourraient étre activées pd&RIKM, on retrouve la Mitogen-activated
4kinase 4 (MAP4K4) ou la CaM Kinase-Like Vesicles@siated (CAMKYvV) puisque leurs
résidus phosphorylés appartiennent au motif depdtarglation classique de DYRK1A (Suppl.
Table 2). Une premiére expérience de co-immunopitétion pourrait indiquer si ces protéines
sont complexées a DYRK1A puis des essais kinasa@sgient renseigner sur une éventuelle
interaction directe ou non. Enfin, la méme straénipérimentale peut étre adoptée en ce qui
concerne ces deux kinases et KIF2A. En tous ledaasgulation anormale de la nouvelle voie

de signalisation proposée ici qui inclut DYRK1AKEE2A pourrait donc expliquer le retard de
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croissance axonal, comme déja observé dans legresiltle neurones corticaux de souris

surexprimant DYRK1A (Martinez de Lagran et al., 2Pp1

Le second substrat indirect de DYRK1A mis en évidedans ce projet est NR2B.
Comme pour KIF2A, DYRK1A n’est pas capable de phospler directement NR2B dans les
essais kinases, mais s'associe néanmoins avepuoaiae. Cette derniere NR2B est une sous-
unité des récepteurs NMDA glutamatergiques de E-pgnapse. De maniere générale, les
récepteurs NMDARSs sont composés de deux sous-UdRdspour la liaison de la glycine, et
de deux sous-unités NR2 (NR2A, NR2B, NR2C ou NRE&r la liaison du glutamate. Les
guatre sous-unités NR2 conférent aux récepteurs ARHXles spécificités d‘expression durant
le développement, dans leur localisation post-aatahis également dans leurs propriétés
synaptiques. Ainsi, NR2B et NR2D sont fortement rarpes pendant le développement
embryonnaire puis leur expression décroit aprésissance. La tendance inverse est observee
pour NR2A et NR2C. Chez l'adulte, NR2A est ubiquéadans le cerveau, contrairement a
NR2B, localisée uniguement au niveau du cerveagriant. Au sein de I'hippocampe, NR2A
et NR2B sont retrouvés essentiellement dans ldslezlpyramidales des régions du CA1 et
CA3 ainsi que dans les neurones granulaires duisgyenté, tandis que NR2C et NR2D sont
exprimés de maniere plus faible dans les intermm#&olLes sous-unités NR2 manifestent
egalement des propriétés synaptiques différeréssrécepteurs NMDARS composés des sous-
unités NR2B, NR2C ou NR2D sont capables d’'induinepotentiel postynaptique excitateur
plus long que les récepteurs NR1-NR2A (Monyer etl&94). Une étude plus récente a montré
gue, contrairement a NR2A, la sous-unité NR2B estgrdiale pour I'induction de la LTP.
De plus, ces auteurs ont relevé I'importance dedeomaine cytoplasmique probablement dans
le recrutement de molécules essentielles a la dépalion (Foster et al., 2010). Des
modulations de ce domaine C-terminal cytoplasmigaredifférentes kinases peuvent altérer
leurs propriétés physiologiques. En effet, la phaspation de NR2B par la Protein kinase C
(PKC) en Serl1303 et Ser1323 ou encore par la prtogene tyrosine-protein kinase (SRC)
sur les sites Tyr1252, Tyrl336 et Tyrl472 ont pmnséquence une augmentation du courant
NMDA (Liao et al., 2001; Salter and Kalia, 2004 a3 notre analyse du phosphoprotéome, la
Tyrl304, également située dans la partie C-termdeaNR2B, est significativement hyper-
phosphorylée dans I'hippocampe des souriDyg{la) et Ts65Dn Figure 46). De méme,
cette hyper-phosphorylation pourrait entrainer moglification de la réponse synaptique due a
I'altération des récepteurs NR1-NR2B. En effet, dimeinution de la LTP hippocampique a pu
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étre observée dans les animaux présentant unenteiquartielle (Garcia-Cerro et al., 2014)
mais aussi dans les souris transgéniques au no@doal (Thomazeau et al., 2014). Afin
d’évaluer I'importance de ce résidu Tyr1304 danplésticité synaptique, des études électro-
physiologiques dans I'hippocampe et le cortex dedsaix modéles trisomiques comparés aux

mémes modeles mutés sur la Tyr1304 pourraieneétrisagées.

~ nYy m b N »
S ) S N~ N
g Y R N
NR2B — C-terminal Y SY SY Y

\\PKC/SR/C —

Figure 46. Sites de phosphorylation du domaine C-terminallalsous-unité NR2B par
les kinases PKC et SRC. Le site Y1304 renseignéoaiye correspond au résidu hyper-
phosphorylé dans I'hippocampe des sourisOykla) et Ts65Dn et qui est ensuite sous-

régulé par le traitement a la L41, dans notre as@lggu phosphoprotéome.

Le domaine C-terminal de la sous-unité NR2B possiegesites de liaison pour de multiples
protéines dont la PSD95 ou encore SYNGAP. Or, cetipes ont été retrouvées dans les
immunoprécipitations de DYRK1A, ce qui indique wnmplexe entre NR2B et les protéines
associees de la PSD et DYRK1A. Il est a noter gusols-unité GIuR1 spécifique aux autres
récepteurs glutamatergiques, les récepteurs médpimues au glutamate mGlu, n'a pas été
retrouvée dans I'immunoprécipitation de DYRK1A. Bigque la kinase ne phosphoryle pas
directement NR2B, elle est capable néanmoins deuteoth phosphorylation en Tyr1304 de
maniére indirecte en influengant une kinase inteliaiée non identifiée. Ceci confere ainsi un
autre réle de DYRK1A dans la régulation de la tmaission synaptique glutamatergique

exclusivement par les récepteurs NMDARs composgsaas-unités NR1-NR2B.
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5. CONCLUSION GENERALE
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Ces travaux nous ont apporté une meilleure corepgddn du mode d’action de
l'inhibiteur de DYRK1A, la Leucettine L41. Mais gaut, ils nous ont permis de valider la
kinase DYRK1A comme cible thérapeutique pour cerigertains déficits cognitifs associés a
la trisomie 21. Bien que les mécanismes molécdagstaurés par la drogue restent encore a
identifier, nos résultats encouragent néanmoingolarsuite de la recherche d’'un candidat-

médicament optimisé, dérivé de la L41.

Nous avions a notre disposition des outils pentimgour caractériser les processus
moléculaires sous-jacents aux altérations mnésiliges au SD. En effet, grace aux modeles
murins de trisomie partielle et transgéniques @YIRK1A, ainsi que I'outil pharmacologique
gue constitue la L41, nous avons également pu enettrlumiére une nouvelle cible de la
kinase, la SYNAPSINE 1. Cette découverte implignenouveau réle de DYRK1A dans la
transmission synaptique par la régulation du regedes vésicules a la pré-synapse. En outre,
la découverte d’autres interacteurs indirects d&®kRYA a ouvert de nouvelles perspectives de
recherche pour caractériser plus précisément @sufiles de cette kinase dans la trisomie 21.
En effet, son interaction avec la protéine KIF2Afére a DYRK1A une fonction dans la
croissance axonale par la régulation des microaghinfin, en s’associant avec la sous-unité
NR2B et les protéines de la PSD, DYRK1A controlalément I'activité post-synaptique via

les récepteurs au NMDA.

Nous disposons maintenant (1) de la batterie ste tBochimiques, pharmacologiques
et comportementaux pour valider et caractériseensitement tout nouvel inhibiteur de
DYRK1A que ManRos Therapeutics propose pour déysopin réel candidat-médicament
gue nous espérons tous pouvoir étre amené en dtodgie dans les prochaines années et (2)
d’un socle solide pour expliquer un des réles d&REYA dans le développement des déficits

cognitifs, et les mécanismes moléculaires sousijace
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Symbol

Amph

App! b-
amyloid

Arip4

Braf

Casp-9

Ccndl

Ccnl2

CreB

Cry2

Name Subcellular
location

Amphiphysin Cytoplasm

Amyloid precursor Cytoplasm

protein,-amyloid

precursor protein

Androgen Receptor Nucleus

Interacting Protein 4

Braf transforming gene  Cytoplasm,
Nucleus

Cystein aspartyl Cytoplasm,

protease Caspase 9 Nucleus

Cyclin D1, cyclin Nucleus,

family Cytoplasm

Cyclin L2, cyclin family Nucleus

CAMP response Nucleus
element-binding protein
Cryptochrome Cytoplasm,
Circadian Clock 2 Nucleus

Mouse Protein
identification

Q7TQF7

Biological process
Synaptic vesicle
endocytosis

Apoptosis, Cell adhesion212023
Endocytosis

ATP, DNA and Q99INGO
Nucleotide-binding

ATP, Metal and P28028
Nucleotide-binding

Apoptosis Q8C3Q9
Cell cycle and division, P25322

Transcription

Transcription regulation Q9JJA7

Differentiation, Q01147
Transcription regulation
Biological rhythms, Q9R194

Sensory transduction,
Transcription regulation

Int.

P, RE

Int.

Int.

Reference

Murakami et al.,
2006

Kimura et al.,
2007 Ryoo et al.,
2008

Sitz et al., 2004

Kelly and
Rahmani, 2005

Laguna et al.,
2008 Seifert et al.,

2008

Chen et al., 2013
Najas et al., 2015

De Graaf et al.,
2004

Yang et al., 2001

Kurabayashi et al.,
2010
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Symbol

CTD RnaP li

Dnml

Endophilin 1

Fkhr

Glil

Grb2

Gsk3B

Grin2a

Hipl

Name

CTD of the RNA
polymerase Il

Dynamin 1

Endophilin 1

Forkhead box O1

Glioma-associated
oncogene 1

Growth factor receptor
bound protein 2

Glycogen synthase
kinase 3 beta

glutamate receptor,
ionotropic, NMDA2A

Huntingtin interacting
protein 1

Subcellular
location

Nucleus
Cytoplasm
Cytoplasm,

Membrane

Cytoplasm,

Nucleus

Cytoplasm,

Nucleus

Cytoplasm,
Nucleus

Nucleus,
Cytoplasm,
Membrane

Cell membrane,

Cell junction

Nucleus

Biological process

Transcription

Endocytosis

Endocytosis

Apoptosis, Autophagy,
Differentiation,
Transcription regulation

Differentiation,
Transcription regulation

Cell differentiation

Differentiation,
Neurogenesis

lon transport, Transport

Apoptosis,
Differentiation,
Endocytosis,
Transcription regulation

Mouse Protein
identification
P08775
P39053

Q62420

Q9R1EO

P47806

60631

9WV60

P35436

Q8VD75

Int.

P, DNA
binding
P

Int.

Reference
Di Vona et al.,
2015

Chen-Hwang et
al., 2002

Murakami et al.,
2009

Woods et al., 2001

Mao et al., 2002

Abekhoukh et al.,
2013

Skurat and
Dietrich, 2004

Grau et al., 2014

Kang et al., 2005
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Symbol

Kipl

Lin52

Maplb

Mek1

Nfatc

Notch

Nrsf / Rest

P53

Phyhip

Name Subcellular
location

Cyclin-dependent Cytoplasm

kinase inhibitor 1B

Protein lin-52 homolog  Nucleus

Microtubule-associated Cytoplasm
protein

Dual specificity Cytoplasm,
mitogen-activated Nucleus
protein kinase kinase 1

Nuclear factor of Cytoplasm,
activated T cells Nucleus
Notch Signaling Nucleus
Pathway

RE1-silencing Nucleus

transcription factor

Transformation related Cytoplasm,
protein 53 Nucleus

Phytanoyl-COA
Hydroxylase-interacting
protein

Cytoplasm

Mouse Protein
identification

Biological process

Cell cycle P46414
Cell cyclartscription Q8CD94
Axon extension, P14873
intracellular transport
ATP-binding, P31938

Nucleotide-binding

Transcription regulation 088942 Q60591
P97305Q8K120

Q01705

Angiogenesis,
Differentiation,
Transcription

Transcription regulation Q8VIG1

Transcription Apoptosis, P02340
Cell cycle, Necrosis,
Transcription

Activation of mitophagy Q8K0SO0

Int.

Int.

RE

Reference

Soppa et al., 2014

Litovchick et al.,
2011

Scales et al., 2009

Kelly and
Rahmani, 2005

Arron et al., 2006
Gwack et al., 2006

Fernandez-
Martinez et al.,
2009

Canzonetta et al.,
2008

Park et al., 2010

Bescond and
Rahmani, 2005
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Symbol Name
Park2 Parkin
Psenl Presenilinl
Ras GTPase Ras
Rcanl/Dscrl
1
Srsfl Serine/arginine-rich
splicing factor 1
Srsf2 Serine/arginine-rich
splicing factor 2
Septd Septine4d

Sf3b1/Sapl55 Splicing factor 3b,
subunit 1

Sirtl Sirtuin 1

Subcellular
location

Cytoplasm,
Nucleus

Cytoplasm

Cytoplasm

Regulator of calcineurirCytoplasm,

Nucleus

Cytoplasm,

Nucleus

Nucleus
Cytoplasm

Nucleus

Cytoplasm,
Nucleus

Mouse Protein
identification

Biological process

Autophagy, Transcription Q9WVS6
regulation

Apoptosis, Cell adinesi®49769
Notch signaling pathway

Cell proliferation Q61411 P32883
P08556
Calcineurin-NFAT Q9JHG6
signaling cascade
MRNA processing, Q6PDM2
splicing and transport
RNA splicing Q62093
GTP-binding, P28661
Nucleotide-binding
MRNA processing, Q99NB9
MRNA splicing
Apoptosis, Q923E4
Differentiation,
Myogenesis,

Transcription

Int.

Int.

Reference

Im and Chung,
2015

Ryu et al., 2010

Kelly and
Rahmani, 2005

Song et al., 2013

Shi et al., 2008

Qian et al., 2011

Sitz et al., 2008

De Graaf et al.,
2006

Guo et al., 2010
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Symbol

Snca

Snrl

Spry2

Stat3

Synjl

Tau

Wasl

Wdr68

Name Subcellular
location
a-synuclein Cytoplasm,
Nucleus
Integrase interactor 1 Nucleus
Sprouty2 Cytoplasm
Signal transducer and Cytoplasm,
activator of Nucleus
transcription 3
Synaptojanin 1 Cytoplasm

Microtubule-associated Cytoplasm
protein Tau

Neural Wiskott-Aldrich Cytoplasm,

syndrome protein Nucleus
DDB1 and CUL4 Cytoplasm,
associated factor 7 Nucleus

Mouse Protein
identification

Biological process

Synaptic function 055042

Cell cycle,idgenesis, Q9Z0H3
Tanscription regulation

Developmental protein Q9QXV8

Acute phase, P42227
Transcription,
Transcription regulation
Endocytosis Q8CHC4
Brain development P10637

Cell cycle, Cell division, Q91YD9
Mitosis, Transcription

Ubl conjugation pathway P61963

Int.

Reference

Kim E.J. et al.,
2006

Kinstrie et al.,
2006

Aranda et al., 2008

Kurabayashi et al.,
2015

Chen C. et al.,
2014

Ryoo et al., 2007

Park et al., 2012

Morita et al., 2006

Miyata and
Nishida, 2011

Suppl. Table 1.Protéines interagissant avec DYRK1A. Tableau tie¢(Buchon and Herault, 2016, phosphorylation by Dyrkl1A; RE,

regulate expression; Int., interaction with Dyrk1A; B, binding with Dyrk1A.
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HIPPOCAMPE

Gene
name

Map1a

Map1a
Map1a
Map1a
Map1a
Map1a
Map1a
Map1a

Map1a

Map1a
Map1a

Map1a

Map1b

Map1b

Map1b
Map1b

Map1b

Protein
Group
Accessions

Q9QYR6

Q9QYR6
Q9QYR6
Q9QYR6
Q9QYR6
Q9QYR6
Q9QYR6
Q9QYR6

Q9QYR6

Q9QYR6
Q9QYR6

Q9QYR6

P14873

P14873

P14873
P14873

P14873

Sequence
SPESLSSPAMEDLAMEWGGK

VPLSRSPQAQDTLGSLAGGQTGCTIQLLPEQDK

GFKSPPCEDFSVTGESEK
SHWDDGTNDSDLEK
VPSAPGQESPVPDTK
SHWDDGTNDSDLEK
SPFEIISPPASPPEMTGQR
GEPVPAWEGKSPEQEVR

AELEEMEEVHPSDEEEEETKAESFYQK

APISLSQDPSPPLNGSTTSCGPDR
SEPQDFQEDSWGDTK

LEEDKGFK

TEATQGLDYVPSAGTISP

SEQSSMSIEFGQESPEHSLAMDFSR

TTRSPDTSAYCYETMEK

SQGSTSNSDWMK
EEQSPVKAEVAEK

ASLSPMDEPVPDSESPVEK

phosphoRS Site Probabilities
S(1): 0.0; S(4): 0.3; S(6): 5.0; S(7): 94.7

): 47.2; S(6): 47.2; T(12): 2.3;
5): 0.6; T(21): 2.3; T(24): 0.6

(4
(1
S(4): 100.0; S(11): 0.0; S(16): 0.0
S(1): 0.0; T(7): 0.0; S(10): 100.0
S(3):0.4; S(9
(1) (
(1)
(

(/)(/)

S(1): 0.0; T(7): 0.0; S(10): 100.0
S(1):0.0; S(7
S(11): 100.0

)
): 99.6; T(14): 0.0
)
)

:100.0; S(11): 0.0; T(16): 0.0

wn

(12): 33.3; T(19): 33.3;
S(23): 33.3; Y(25): 0.2

S(4): 0.0; S(6): 0.0;

S(10): 100.0; S(16): 0.0;

T(17): 0.0; T(18): 0.0; S(19): 0.0
(

1): 0.0; S(10): 5.4; T(14): 94.6

(1): 0.0; T(4): 0.0; Y(9): 0.0;
(12):0.0; T(15): 0.2;

(17): 24.9; T(19): 24.9;
(20): 24.9; S(21): 24.9

.
S

S

S

S(1): 0.0; S(4): 0.0; S(5): 0.4; S(7): 49.6;
S(14): 49.6; S(18): 0.4; S(24): 0.0
.
S
S
S

(1):0.2; T(2): 0.2; S(4): 99.5; T(7): 0.0
(8): 0.0; Y(10): 0.0; Y(12): 0.0; T(14): 0.0
(1):0.0; S(4): 93.3; T(5): 5.9
(6):0.4;S(8): 0.4

S(4): 100.0

S(2): 0.0; S(4): 0.0;

S(13): 0.0; S(15): 100.0

Ts65Dn(wt)
+ L4t /wt

1,13

0,64
0,24
0,47
0,42
0,30
0,17
0,29

0,33

-0,24
-0,21

0,73

0,99

1,14

0,10
0,07

-0,01

Ts65Dn Ts65Dn+L41
[Ts65Dn

Iwt
0,72

0,24
0,15
0,71
0,71
0,72
0,74
0,79

0,84

-0,90
-0,98

-0,99

1,06

0,55

0,34
-0,04

0,18

0,03

0,33
-0,66
0,78
0,82
0,28
0,02
0,40

0,27

0,49
0,56

0,89

0,17

-0,56

0,13
0,08

0,40

Tg(Dyrk1a)(wt) Tg(Dyrk1a)
+ 141/ wt

0,25

0,16
0,17
0,27
0,07
0,30
0,38
0,12

0,25

0,08
0,34

0,63

0,10

0,03

0,04
0,59

-0,03

Iwt

0,33

0,91
0,59
0,48
0,32
0,09
0,33
-0,08

0,72

0,13
0,47

0,30

0,20

0,05

-0,30
-0,65

0,82

Tg(Dyrk1a) +

Mouse

L41/Tg(Dyrk1a) pSite

0,59

-0,56
0,18
-0,31
0,01
-0,06
0,30
0,02

0,55

0,30
-0,05

0,45

-0,04

0,40

0,17
0,10

-0,09

Ser1316

Ser1060
Ser1062

Ser908

Ser2082
Ser1789
Ser2082
Ser1768
Ser1648
Ser667

Ser678
Ser680

Ser2048
Ser1027

Ser895
Thr897
Ser898
Serg899

Ser1642
Ser1649
Ser2030

Ser339
Ser614

Ser1384

146

Human
pSite

Ser1069
Ser909

Ser1818

Ser1797
Ser1675

Ser667

Ser2074

Ser896
Thr898
Ser899
Ser900

Ser1646
Ser1653

Ser339
Ser614

Ser1389



Map1b

Map1b

Map1b
Map1b
Map2

Map2

Map2
Map2
Pclo
Pclo
Pclo

Pclo

Pclo
SYN-1
SYN-1

CORTEX

Gene
name

Map1a

Map1a
Map1a

P14873

P14873

P14873
P14873
P20357

P20357

P20357
P20357
Q9QYX7
Q9QYX7
Q9QYX7
Q9QYX7

Q9QYX7
088935
088935

Protein
Group
Accessions

Q9QYR6-2

Q9QYR6-2
Q9QYR6-2

DLTTSSVEK

DYNASASTISPPSSMEEDK

PEEGGYSYEISEK
ASLSPMDEPVPDSESPVEK
VGSLDNAHHVPGGGNVK

STELGSDYYELSDSR

GSAQESLDTISPKNQHDEK
LASVSADAEVAR
TIELNSTVTDK
RSQEVTDFLAPLQTSSR
GSVPAAAAESPSMHR
ENPELVDDLSPR

TSIGSSSSEEYKQEDSQGSGEDEDFIR
QSRPVAGGPGAPPAARPPASPSPQR
QASISGPAPTK

Sequence
QLSPESLGTLQFGELSLGK

ELSSAVSPPNLHSDTPTFSYASLAGPTIPPR
ELALSSPEDLTQDFEELK

T(3): 0.0; T(4): 5.6; S(5): 88.8; S(6): 5.6

Y(2): 0.0; S(5): 0.0; S(7): 0.0; T(8): 0.0;
S(10): 99.6; S(13): 0.2; S(14): 0.2
T
Y

£100.0; Y(7): 0.0; S(8): 0.0;
:0.0; S(12): 0.0

)
)
): 0.0; S(4): 0.0; S(13): 0.0; S(15): 100.0
): 100.0

:0.0; S(6): 0.3;
:49.8;S(11): 49.8

)

)

): 100.0; S(5): 0.0
): 100.0

)

)

phosphoRS Site Probabilities
S(3): 88.6; S(6): 5.7; T(9): 5.7; S(16): 0.0

3(4 0.8;S(7):99.2;
5):0.0;
9): 0.0; Y(20): 0.0;

7):0.0
:S(6): 96.0; T(11): 0.0

N ==

0,25

0,70

0,23
0,51
0,12

0,68

0,05
0,73
0,09
0,11
0,37
0,35

-0,47
0,12
0,26

Ts65Dn(wt)
+ L4t /wt

0,16

0,39
0,12

0,37

-0,54

0,74
-1,00
-0,46

-0,64

0,78
-1,56
0,40
0,12
0,35
0,73

-0,80
0,25
-1,05

Ts65Dn
Iwt

-0,48

0,61
0,55

0,04

0,33

0,61
0,29
0,33

0,72

-0,09
0,77
0,37
0,53
0,28
0,37

0,44
042
0,85

Ts65Dn+L41
[Ts65Dn

0,57

0,29
0,40

1,38

0,82

0,19
0,28
0,33

-0,03

-0,60
0,98
0,36
0,11
0,64
0,23

0,59
1,14
0,17

Tg(Dyrk1a)(wt) Tg(Dyrk1a)
+ 141/ wt

3,35

-0,61

0,03
0,19
0,44

0,47

-0,26
0,98
0,27
-1,02
0,79
0,17

0,14
0,70
0,21

Iwt

-2,96

0,25

0,11
0,17
0,08

0,25

0,24
-0,50
0,06
0,58
0,74
-0,07

0,18
0,30
-0,02

Tg(Dyrk1a) +

Ser1850

Ser1204

Thr1945
Ser1384
Ser603

Ser596

Ser606
Thr608

Ser823
Ser609
Ser4016
Ser75
Ser1439

Ser1484
Ser553
Ser568

Mouse

L41/Tg(Dyrk1a) pSite
-0,05 Ser1205

0,12 Ser1993
-0,46 Ser527

147

Ser1208

Thr1949
Ser1389
Ser605

Ser608
Thr610

Ser821

Serd019
Ser78

Ser1480
Ser553
Ser568

Human
pSite

Ser1218

Ser2022
Ser527



Map1a

Map1a

Map1a

Map1a
Map1a

Map1a
Map1a

Map1b

Map1b

Map1b

Map1b

Map1b

Map1b

Map1b

Map1b

Map2

Map2

Q9QYR6-2

Q9QYR6-2

Q9QYR6-2

Q9QYR6-2
Q9QYR6-2

Q9QYR6-2
Q9QYR6-2

P14873

P14873

P14873

P14873

P14873

P14873

P14873

P14873

P20357

P20357

MASPPPSGPPSAAHTPFHQSPVEEK

VAELEEEQSQGSSSYSDWVK

APISLSQDPSPPLNGSTTSCGPDR

MASPPPSGPPSAAHTPFHQSPVEEK
EMTLDQKSPEK

MASPPPSGPPSAAHTPFHQSPVEEK
EMTLDQKSPEK

SPPLLGSESPYEDFLSADSK

TTRSPDTSAYCYETMEK

TPEEGGYSYEISEK

DYNASASTISPPSSMEEDK

LGGDVSPTQIDVSQFGSFK

TLEVVSPSQSVTGSAGHTPYYQSPTDEK

VLSPLRSPPLLGSESPYEDFLSADSK

DYNASASTISPPSSMEEDKFSK

ETSPETSLIQDEVALK

YTVPLPSPVQDSENLSGESGSFYEGTDDK

S(3): 95.4; §(7): 2.3; S(11): 2.3;
T(15): 0.0; S(20): 0.0 Ser991
S(9): 100.0; S(12): 0.0; S(13): 0.0;
S(14): 0.0; Y(15): 0.0; S(16): 0.0 Ser114
S(4): 0.0; S(6): 0.0; S(10): 100.0;
S(16): 0.0; T(17): 0.0; T(18): 0.0; S(19): 0 Ser2048
S(3): 100.0; S(7): 0.0; S(11): 0.0;
T(15): 0.0; S(20): 0.0 Ser991
T(3):1.2; S(8): 98.8 Ser1580
S(3):98.9; S(7): 1.1; S(11): 0
T(15): 0.0; S(20): 0.0 Ser991
T(3): 0.1; S(8): 99.9 Ser1580
S(1): 100.0; S(7): 0.0; S(9): 0.0;
Y(11): 0.0; S(16): 0.0; S(19): 0.0 Ser1395
T(1): 0.0; T(2): 6.8; S(4): 93.1; T(7): 0.0;
S(8 ) Y( 0): 0.0; Y(12): 0.0; T(14): 0.0 Ser2030
T(1): 100.0; Y(7): 0.0; S(8): 0
Y(9): 0.0; S(12): 0.0 Thr1945
Y(2): 0.0; S(5): 0.0; S(7): 0.2; T(8): 1.2;
S(10): 87.6; S(13): 9.9; S(14): 1.2 Ser1204
Ser1497
S(6): 50.0; T(8): 50.0; S(13): 0.0; S(17): 0.0 Thr1499
T(1): 0.0; S(6): 94.1; 5(8): 0.8;
S(10): 0.8; T(12): 0.8;
S(14): 0.8; T(18): 0.8; Y(20): 0.8;
Y(21): 0.8; S(23): 0.0; T(25): 0.0 Ser1317
S(3): 0.8; S(7): 96.9; S(13): 0.8; S(15): 0.8;
Y(17): 0.8; S(22): 0.0; S(25): 0.0 Ser1395
Y(2): 0.0; S(5): 0.0; S(7): 0.6; T(8): 0.6;
S(10): 98.8; S(13): 0.0; S(14): 0.0; S(21): 0.0 Ser1204
Thr1160
(2): 47 5; S(3): 47.5; T(6): 2.5; S(7) Ser1161
Y(1): 0.0; T(2): 0.0; S(7): 99.7;
S(12): 0.2; S(16): 0.0;
S(19): 0.0; S(21): 0.0; Y(23): 0.0; T(26): 0.0 Ser883

148

Ser996

Ser114

Ser2074

Ser996
Ser1600

Ser996
Ser1600

Ser1400

Thr1949

Ser1208

Ser1501
Thr1503

Ser1322

Ser1400

Ser1208

Thr1154
Ser1155

Ser881



Pclo
Pclo

Pclo

SYN-1
SYN-1

SYN-1

CERVELET

Gene
name
Map1a

Map1a

Map1a
Map1a
Map1a
Map1a

Map1a

Map1b

Map1b

QoQYX7
Q9QYX7
QoQYX7

088935
088935

088935

Protein
Group
Accessions

Q9QYR6

Q9QYR6

Q9QYR6
Q9QYR6
Q9QYR6
Q9QYR6

Q9QYR6

P14873

P14873

GGSLGCQTETDPDTQSPPYMGATSPPKDK
KIVDSGVQTDDEETADR
SEGITKPSLQQPSPK

QSRPVAGGPGAPPAARPPASPSPQR
QSRPVAGGPGAPPAARPPASPSPQR

LPSPTAAPQQSASQATPVTQGQGR

Sequence
ELSSEPRTPPAQK

MASPPPSGPPSAAHTPFHQSPVEEK

ELSSAVSPPNLHSDTPTFSYASLAGPTIPPR
QLSPESLGTLQFGELSLGK
EMTLDQKSPEK

WLAESPVGLPPEEEDK

VAELEEEQSQGSSSYSDWVK

TTEAAATAVGTAATTAAVVAAAGIAASGPVK

DYNASASTISPPSSMEEDK

S(3): 0.0; T(8): 0.0; T(10): 0.0;
T(14): 20.0; S(16): 20.0;
Y(19): 20.0; T(23): 20.0; S(24): 20.0

(19
S(5): 0.1; T(9): 99.9; T(14): 0.0
S(1): 0.0; T(5): 0.0; S(8): 0.0; S(13): 100.0

S(2): 0.0; S(20): 50.0; S(22): 50.0
S(2): 0.0; S(20): 1.3; S(22): 98.7
S(3): 99.4; T(5): 0.6; S(11): 0.0;
S(13): 0.0; T(16): 0.0; T(19): 0.0

phosphoRS Site Probabilities
S(3): 0.0; S(4): 0.0; T(8): 100.0

S(3): 11.2; §(7): 11.2; S(11): 77.5;
T(15): 0.0; S(20): 0.0

S(3): 0.0; S(4): . ,S( ):98.9;
S(13): 0.5 T(15): 0
T(17): 0.0; S(19): 00 Y(20) 0;
S(22): 0.0; T(27): 0

(

S(3): 100.0; S(6): 0.0; T(9): 0.0; S(16): 0.0
T(3): 0.0; S(8): 100.0
S(5): 100.0

(
(9): 100.0; S(12): 0.0; S(13): 0.0;
(14): 0.0; Y(15): 0.0; S(16): 0.0

T():
T(14): 0.2 T(15): 0.0; $(27): 0.0

0.0; S(5): 0.0; S(7): 0.0 ( ) 0.2;

s
s
Y(2): ;
S(10): 99.7; S(13): 0.0; S(14): 0

0.0; T(2): 0.2; T(7): 16.3; T(11): 83.3;

Ts65Dn(wt) Ts65Dn Ts65Dn+L41 Tg(Dyrk1a)(wt) Tg(Dyrk1a)

+ L41/wt

Iwt

[Ts65Dn

+ 141/ wt

Tg(Dyrk1a) +
L41/Tg(Dyrk1

Thr3504
Ser3506
Y3509

Thr3513
Ser3514

Thr3373
Ser212

Ser551
Ser553
Ser553

Ser510

Mouse
pSite
Thr504

Ser999

Ser1993
Ser1205
Ser1580
Ser1747

Ser114
Thr798

Ser1204

149

Ser3508
Ser3511
Ser3515
Ser3516

Ser551
Ser553

Ser553

Ser510

Human
pSite

Thr504

Ser1004

Ser2022
Ser1218
Ser1600
Ser1776

Ser114

Ser1208



Map1b

Map1b

Map1b
Map2
Map2

Map2
Map2

Pclo

Pclo

Pclo

Pclo

Pclo
SYN-1
SYN-1

SYN-1

P14873

P14873

P14873
P20357
P20357

P20357
P20357

QoQYX7

QoQYX7

Q9QYX7

Q9QYX7

QoQYX7
088935
088935

088935

ASLSPMDEPVPDSESPVEK

SQGSTSNSDWMK

TTRSPDTSAYCYETMEK
ETSPETSLIQDEVALK
LASVSADAEVAR

ASQPSPPAQEAGYSTLAQSYTPDHPSELPEEPSSPQER
DGSPDAPATPEKEEVAFSEYK

GGSLGCQTETDPDTQSPPYMGATSPPKDK

KDSFSQESSPSSPSDLAK

KDSFSQESSPSSPSDLAK

LPTAVSLYSPTDEQSVMQK

SVDTSVQTDDEDQDEWDMPSR
QSRPVAGGPGAPPAARPPASPSPQR
QTSQQPAGPPAQQRPPPQGGPPQPGPGPQR

SQSLTNAFNLPEPAPPRPSLSQDEVK

S(2): 50.0; S(4): 50.0; S(13): 0.0; S(15): 0.0

): 0.0; S(4): 0.0; T(5): 0.1;
): 50.0; S(8): 50.0
):0

0.2: S(4): 99.8: T(7): 0.0;

(
S(1
S(6
T(1):0.0; T(2):

S8 0 Y(10): 0.0; Y(12): 0.0; T(14): 0.0
T(2):99.7; S

S

99.7;S(3): 0.2; T(6): 0.0;S(7): 0.0
S(3): 94.

7
4;5(5): 5
2):0. ,S()
14): 0.0; T(15):

20): 00 T(21):

33): 12.1; S(34): 87.9
S(3): 100.0; T(9): 0.0; S(18): 0.0; Y(20): 0.0

0.0; Y(13): 0
0.0;S(19): 0.0;
0.0; S(26): 0.0;

S(
S(
Y(
S(

(

):0.0; T(8): 0.0;
0): 0.0; T(14): 20.0;
16): 20.0; Y(19): 20.0;
23): 20.0; S(24): 20.0
3):0.0; S(5): 0.0;
11): 94.8; S(12
3):0.0; S(5): 0.
11):48.1; S(12
).

; S(8):
A
:0.0; S(6): 0.0;
1

):
):
0
):
0
):
0

;Y(8): 0.4;
9.8; S(15): 0.0

.0; T(4): 0.
: 98.8; S(20)

0;S(20): 1.2; S(22): 98.8
15.6;S(3): 84.4

):
1): 0.0; S(3): 0.0; T(5): 0.0;
19):50.0; S(21): 50.0

4
6;S(5): 0.6;
0.0

[%2]
N
—
o

):
):

Ser1371
Ser1373

Ser341
Ser343

Ser2030
Ser1160
Ser823

Ser655
Ser1352

Thr3504
Ser3506
Y3509

Thr3513
Ser3514

Ser1340

Ser1340
Ser1341

Ser1829
Thr1831

Thr3403
Ser553
Serd49

Ser682
Ser684
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Ser1376
Ser1378

Ser343

Ser1151
Ser821

Ser654
Ser1347

Ser3508
Ser3511
Ser3515
Ser3516

Ser1335

Ser1335
Ser1336

Ser1835
Thr1827

Thr3405
Ser553
Serd49

Ser681
Ser683



Suppl. Table 2.Liste des peptides des 5 protéines communes akyrgla) et Ts65Dn
exprimées dans [I'analyse phosphoprotéomique desis treégions (hippocampe,
cortex,cervelet). La phosphorylation de ces peiaest sur- ou sous-régulée par la
trisomie et sensible a la L41. Les résidus appa@is en bleu correspondent aux sites
phosphorylés. Seule la SYN-1 possede un site aosisede phosphorylation spécifique
a DYRKI1A, indiqué en caracteres rouges. Les valeonst exprimées en log2(Ratio). Les
cases de couleur rose indiquent une hyper-phospaboy significative par rapport au
contrdle. Les cases de couleur bleues indiquent smes-phosphorylation significative
par rapport au contrdle. Les cases de couleur gzise des variations de phosphorylation

non-significatives par rapport au controle.
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HIPPOCAMPE

Gene
name

Camkv
Fam103a1
Map4k4
Septd
Sicda10
Slc9a6
Slc9a6
Sptbn1
Stxbp5
SYN-1

Cask
Cys1
Enah
Enah
Palmd
Palmd
Sic9ab
Sptbn1
Vps35

CORTEX

Gene
name

Camsap2
Sic9ab
Srcin1
SYN-1

Protein
Group
Accessions

Q3UHLA1
QacQy2
F8VPL5
P28661-2
Q5DTLY-2
A1L3P4
A1L3P4
Q62261
D372Q2
088935

070589
Q8R4T1
Q03173-4
Q03173-4
Q9JHU2
Q9JHU2
A1L3P4
Q62261
QOEQH3

Protein
Group
Accessions

Q8C1B1
A1L3P4
B1AQX6
088935

Sequence

SATPATDGRATPATEESTVPATQSSALPAAK

RPPESPPIVEEWNSR
RDSPLQGGGQQNSQAGQR
VARPQILEPRPQSPDLCDDDVEFR
DSGLEDGRESPSFDTPSQR
LVLPMDDSEPALNSLDDTRHSPA
LVLPMDDSEPALNSLDDTRHSPA
RPPSPDPNTK
RPVSVSPSSSQEISENQYAVICSEK
QSRPVAGGPGAPPAARPPASPSPQR

TQSSSCERDSPSTSR
DPRPATPSGGR
NSRPSSPVNTPSSQPPAAK
NSRPSSPVNTPSSQPPAAK
RSNGPTHTSPTRPTPQPR
SNGPTHTSPTRPTPQPR
LVLPMDDSEPALNSLDDTRHSPA
RPPSPDPNTK
RESPESEGPIYEGLIL

Sequence

RFSPSQVPIQTR
LVLPMDDSEPALNSLDDTRHSPA
GEPDPERSSPPMLSADDAEYPR
QSRPVAGGPGAPPAARPPASPSPQR

phosphoRS Site Probabilities

U)U)

(1
(1
S(5): 100.0; S(14): 0.0
S(3): 100.0; S(13): 0.0
S(13): 100.0
s(2
S(8): 0.0; S(14): 0.0; T(18): 6.0; S(21): 94.0
S(8): 0.0; S(14): 0.0; T(18): 0.7; S(21): 99.3
S(4): 100.0; T(9): 0.0
(
(

S(4): 0.1; S(6): 0.5; S(8): 4.9; S(9): 47.0; S(10): 47.0; S(14): 0.5; S(23): 0.0

S(2): 0.0; S(20): 0.3; S(22): 99.7

(
T(6): 91.3; S(8):
(
S(
s(t
S(
S(8): 0.0; S(14): 0.0; T(18): 0.7; S(21): 99.3
s
s@

93.7;8
93.6;S

3):6.3; S(7): 0.0; T(9): 0.0
6): 6.4; Y(11): 0.0

= X

phosphoRS Site Probabilities

S(3): 100.0; S(5): 0.0; T(11): 0.0

S(8): 0.0; S(14): 0.0; T(18): 11.0; S(21): 89.0
S(8): 88.5; S(9): 11.4; S(14): 0.0; Y(20): 0.0
S(2): 0.0; S(20): 50.0; S(22): 50.0

24;T(3): 24, T(6) 24T(11) 48; (14)448
24T(18)06T(22) 0;S(24):00; S(25

)
7):
)
)
3
): 0.0; S(10): 99.5; S(12): 0.5; T(15): 0.0; S(17): 0.0
)
)
)
)
)

T(1): 0.8; S(3): 0.8; 3(4): 0.0; S(5): 0.0; S(10): 97.7; S(12): 0.0; T(13): 0.8; S(14): 0.0

):
):
S(2):0.0; S(5): 5.0; S( ): 95.0; T(10): 0.0; S(12): 0.0; S(13): 0.0

2): 3.1; S(5): 48.5; S(6): 48.5; T(10): 0.0; S(12): 0.0; S(13): 0.0
):0.0; T(5): 0.3; T(7): 49.7; S(8): 49.7; T(10): 0.3; T(13): 0.0

2):0.0; T(6): 0.0; T(8): 50.0; S(9): 50.0; T(11): 0.0; T(14): 0.0

) 4

):

):

Tg(Dyrk1a)
| wt

0,85
-0,28
0,48

0,29
0,25
0,70

Ts65Dn

0,35
0,38
0,62

Tg(Dyrk1a)
| wt

0,50
0,54
0,51
0,47

Tg(Dyrk1a)+L41
| Tg(Dyrk1a)

-0,26
0,45
0,20
0,17
0,39
0,02
0,25
0,50
0,58
0,30

Ts65Dn+L41
| Ts65Dn

0,37

Tg(Dyrk1a)+L41
| Tg(Dyrk1a)

0,32
0,49
0,08
0,29
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SYN-1

Avl9

Camkv

Camkv
Coro1a
Cttn
Hen1
Map1b
Palmd
Ppp1ria
Prpsap2

CERVELET

Gene
name

Kif2a
Map4k4
Nign2
Spire1
Srcin1
SYN-1
SYN-1

Atn1
Coro1a
Cttn
Dnm1
Gramd1b

088935

Q80U56

Q3UHLA1

Q3UHL1
089053
Q60598
088704
P14873
Q9JHU2
Q9ERTY
Q8R574

Protein
Group
Accessions

P28740-1
E9PVG7
Q69ZK9
D37495
B1AQX6
088935
088935

035126
089053
Q60598
P39053-4
Q80TIO

QSRPVAGGPGAPPAARPPASPSPQR

YLELPPRPSPESSESDWETLDPSVLEDASLK

SATPATDGRATPATEESTVPATQSSALPAAK

SATPATDGRATPATEESTVPATQSSALPAAK
RATPEPSGTPSSDTVSR
QTPPASPSPQPIEDRPPSSPIYEDAAPFK
RLGTPPGGGAAGK
QGFPDRESPVSDLTSTGLYQDK
SNGPTHTSPTRPTPQPR
RPTPATLVLTSDQSSPEIDEDR
LGIAVIHGEAQDAESDLVDGRHSPPMVR

Sequence

EFGISPSDIPFSQGGGSRPDLSPSYDYDDFSPSITR
RDSPLQGGGQQNSQAGQR
RLSPPGGSGSGVPGGGPLLPTAGR

LRPVSPEEIR

GEPDPERSSPPMLSADDAEYPR
QSRPVAGGPGAPPAARPPASPSPQR
QSRPVAGGPGAPPAARPPASPSPQR

TEQELPRPQSPSDLDSLDGR
RATPEPSGTPSSDTVSR
QTPPASPSPQPIEDRPPSSPIYEDAAPFK
SGQASPSRPESPRPPFDL
SRSPTPQNQDGDTMVEK

S(2): 0.0; S(20): 1.3; S(22): 98.7

S(2): 0.0; S(5): 0.7; S(7): 99.3; T(11): 0.0

): 0.0; T(3): 0.0; T(6): 0.6; T(11): 99.2; T(14) 0.1:S(17): 0
8): 0.0; T(22): 0.0; S(24): 0.0; S(25): 0

1):0.0; T(3): 0.0; T(6): 1.1; T(11): 98.9; T(14): 0.0; S(17): 0.0;
18): 0.0; T(22): 0.0; S(24) 0.0; S(25): 0.0
3):100.0; S(7): 0.0; T(9): 0.0; S(11): 0.0; S(12): 0.0; T(14): 0.0; S(16): 0.0
2):0.0; S(6): 0.2; S(8): 99.8; S(18): 0.0; S(19): 0.0; Y(22): 0.0
4):100.0
1): 0.0; T(2): 6.8; S(4): 93.1; T(7): 0.0; S(8): 0.0; Y(10): 0.0; Y(12): 0.0; T(14): 0.0
1): 0.0; T(5): 0.6; T(7): 0.6; S(8): 98.7; T(10): 0.0; T(13): 0.0
3):0.0; T(6): 0.0; T(10): 0.0; S(11): 0.0; S(14): 0.3; S(15): 99.7
15): 0.0; S(23): 100.0

= as S

S(1
T
S
T

= =

T
T
T
T
S
T
S

NN

-~

phosphoRS Site Probabilities

S(5): 0.3; S(7): 0.3; S(12): 32.9; S(17): 32.9; S(22): 32.9; S(24): 0.3;
Y(25): 0.3; Y(27): 0.0; S(31): 0.0; S(33): 0.0; T(35): 0.0

S(3): 100.0; S(13): 0.0

S(3): 100.0; S(8): 0.0; S(10): 0.0; T(21): 0.0

S(5): 100.0

S(8): 50.0; S(9): 50.0; S(14): 0.0; Y(20): 0.0

S(2): 0.0; S(20): 1.2; S(22): 98.8

$(2): 0.0; S(20): 1.1; S(22): 98.9

T(1): 0.0; S(10): 99.4; S(12): 0.6; S(16): 0.0
T(3): 99.8; S(7): 0.1; T(9): 0.0; S(11): 0.0; S(12): 0.0; T(14): 0.0; S(16): 0.0
T(2): 0.0; S(6): 0.2; S(B): 99.4; S(18): 0.2; S(19): 0.2; Y(22): 0.0

S(1): 0.0; S(5): 0.0; S(7): 0.0; S(11): 100.0

S(1): 0.0; S(3): 99.5; T(5): 0.5; T(13); 0.0

S G

0,46

Ts65Dn
| wt

Tg(Dyrk1a)
| wt

0,47
0,40
0,27
0,25
-0,18
0,49
0,17

Ts65Dn
| wt

0,16

Ts65Dn+L41
| Ts65Dn

-0,44

Tg(Dyrk1a)+L41
| Tg(Dyrk1a)

-0,09
-0,26

-0,31

0,37
Ts65Dn+L41
| Ts65Dn
0,16
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S(5): 0.3; S(7): 0.3; S(12): 32.9; S(17): 32.9; S(22): 32.9;

Kif2a P28740-1  EFGISPSDIPFSQGGGSRPDLSPSYDYDDFSPSITR  S(24): 0.3; Y(25): 0.3; Y(27): 0.0; S(31): 0.0; S(33): 0.0; T(35): 0.0 0,81
Map1b P14873 QGFPDRESPVSDLTSTGLYQDK S(8): 100.0; S(11): 0.0; T(14): 0.0; S(15): 0.0; T(16): 0.0; Y(19): 0.0 0,06 0,50
Map1b P14873 QGFPDRESPVSDLTSTGLYQDKQEEK S(8): 87.7; S(11): 12.0; T(14): 0.3; S(15): 0.0; T(16): 0.0; Y(19): 0.0

Nign2 Q69ZK9 RLSPPGGSGSGVPGGGPLLPTAGR S(3): 100.0; S(8): 0.0; S(10): 0.0; T(21): 0.0

Palmd Q3UVT7  SNGPTHTSPTRPTPQPR S(1): 0.0; T(5): 0.3; T(7): 49.9; S(8): 49.9; T(10): 0.0; T(13): 0.0

Pcp2 P12660 RNSSPQPQTQAP S(3): 94.4; S(4): 5.6; T(9): 0.0

Sde2 Q8K1J5 EDGIDAVEVAADRPGSPR S(16): 100.0

Shank3 ~ Q4ACUS  LGAEEERPGTPELAPAPMQAAAVAEPMPSPR T(10): 100.0; S(29): 0.0

Srrm1 E9QKA4  RESPSPAPKPR S(3): 100.0; S(5): 0.0

Srrm2 Q8BTI8 MVQASSQSLLPPAQDRPRSPVPSAFSDQSR S(5): 0.0; S(6): 0.0; S(8): 0.0; S(19): 100.0; S(23): 0.0; S(26): 0.0; S(29): 0.0

SYN-1 088935 QSRPVAGGPGAPPAARPPASPSPQR S(2): 0.0; S(20): 1.1; S(22): 98.9

Vps35 QUEQH3  RESPESEGPIYEGLIL S(3): 100.0; S(6): 0.0; Y(11): 0.0

Suppl. Table 3.Liste des peptides issus de I'analyse du phosptt@&mme retrouvés hyper- ou sous-phosphorylés pdrisamie puis
inversement modulés par le traitement a la L41. téssdus en caracteres rouges représentent uneséguconsensus de phosphorylation
de DYRKZ1A. Les valeurs sont exprimées en log2(Ratlees cases de couleur rose indiquent une sur4phag/lation significative par
rapport au contrble. Les cases de couleur bleuégjirent une sous-phosphorylation significative papport au contréle. Et les cases de

couleur grise sont des variations de phosphoryhation-significatives par rapport au contréle.
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