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. LA MALADIE DE HUNTINGTON

En 1872, le médecin Georges Huntington décrit pour la premiére fois la chorée de
Huntington : une maladie rare a transmission héréditaire, caractérisée par des mouvements
choréiques involontaires qui apparaissent a I’age adulte et progressent jusqu’a la mort des
patient-es (Huntington, 2003). Les symptomes de démences associés ainsi que les altérations
biologiques, telles qu’une inflammation des structures cérébrales, indiquent que la maladie

de Huntington (MH) repose sur une atteinte neurologique.

1. Etiologie
1.1. Mutation du géne HTT

La MH est une pathologie génétique a mutation autosomique dominante (Gusella et al
1983). A la fin du XXe siécle, I’évolution des techniques de biologie moléculaire permettent
d’identifier que la mutation est localisée sur le bras court du chromosome 4 (4p16.3), dans le
géne codant pour la protéine Huntingtine (HTT), un géne large, qui s’étend sur 180 kilobases
et contient 67 exons. La MH est caractérisée par une répétition anormale de nucléotides CAG
(codant pour une Glutamine), située dans I’exon 1 du gene HTT, conduisant a la production
d’une protéine HTT mutée qui conduit une expansion de polyglutamine toxique (MacDonald

et al 1993)(Fig.1).

Chromosome 4

Locus 4pl16.3

Gene HIThumam %
(180 kilobases)
it mmv'nm‘rme w'r.ibmmmwmmﬂnm

Mutation provoquant la MH I Exons (57
. CCG TAC CAG CAG CAG CAG CAG CAG CAG CAG ..

Exon 1 |’

Fig.1 Mutation génétique impliquée dans la maladie de Huntington
La mutation causant la MH est une expansion de triplets CAG dans I'exon 1 du géne HTT, localisée sur le
chromosome 4 (d’aprés Déglon 2017).
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La taille de la répétition de la séquence nucléotidique CAG a ce locus est
polymorphique dans la population et permet de prédire la pénétrance de la pathologie, et
ainsi de distinguer les individus sains des sujets atteints par la MH. Une séquence CAG de 6 a
35 répétitions n’induira pas la pathologie, tandis que des sujets présentant plus de 35 CAG
dans I'exon 1 de HTT auront un risque de développer les symptomes associés, avec une
pénétrance complete des 40 répétitions (Fig.2) (Rubinsztein et al 1996, Bates et al 2015). De
plus, la taille de la mutation est inversement corrélée a I'age d’apparition des symptomes
comportementaux (Fig.2) (Andrew et al 1993, Snell et al 1993). Ainsi, les symptomes de la MH
apparaissent en moyenne aux alentours de 35-40 ans, bien que 5 a 10% des cas présentent
une forme juvénile de la maladie, caractérisée par I'apparition des premiers signes de la

maladie avant 21 ans (Bakels et al 2022).
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Fig. 2 La taille de 'expansion CAG dans le géne HTT est directement corrélée au diagnostic et a I’age des premiers symptomes
de la MH

a. Une mutation dans le gene HTT, d’une taille supérieure a 36 répétitions CAG risque de provoquer le diagnostic de la MH. Le
diagnostic est inévitable pour un mutation d’au moins 40 CAG (d’aprés Rubinsztein et al 1996).

b. L’age d’apparition des symptomes et du diagnostic de la MH est inversement corrélé a la taille de I’expansion CAG dans le
gene HTT (d’apres Lee et al 2012).

1.2. Instabilité de I'’expansion CAG

La taille de la mutation Huntington est instable avec le temps, et augmente au cours
de la vie des patient-es, chez qui le striatum (structure atteinte de facon primaire) peut

présenter jusqu’a 1000 triplets CAG dans le géne HTT (Kennedy et al 2003).

L’expansion CAG présente dans I'exon 1 du gene HTT a tendance a déformer I’ADN et
a induire des structures en épingles a cheveux constituées de bases mésappariées (hairpins).

Ces boucles nucléotidigues sont prises en charge par les processus de réparation de I’ADN, en

4 | Introduction



particulier par le mécanisme ciblant le mésappariement (MMR, pour mismatch repair), qui
sectionne I’ADN et corrige les bases mésappariées a I'aide d’une ADN polymérase. Cependant,
en présence d’expansion CAG, cette opération est dysfonctionnelle, les MMR n’éliminent pas
la boucle nucléotidique et induisent au contraire une synthese de CAG excédentaire, menant
a une expansion somatique de la mutation dans le géne HTT, et donc a la production de
produits du géne muté plus toxiques (lyer et Pluciennick 2021). Les enzymes impliquées dans
les processus de MMR, telles que Msh2 et Msh3, sont essentielles a ce mécanisme, comme
I'attestent les études d’inactivation de ces genes chez des souris, qui provoque une
suppression de l'instabilité somatique de I'expansion CAG (Wheeler et al 2003, Dragileva et a/
2009, Flower et al 2019). Des études d’association pangénomique (GWAS), ont permis de
confirmer I'importance de ce mécanisme dans la physiopathologie de la MH. Ces travaux ont
identifié que les génes impliqués dans le MMR sont les facteurs de risques génétiques
principaux qui déterminent I'age de début des symptémes (Introduction-1.1.3)(GeMHD 2015,
Moss et al 2017, Wheeler et Dion 2021, Lee et al 2022, Hong et al 2024).

Plus particulierement, des travaux révelent que la taille de I'expansion CAG est
davantage responsable de la pathogenése de la MH, que la présence de la protéine HTT mutée
(HTTm) (GemHD 2019, Handley et al 2024). En 2022, Gu et coll. utilisent un modéle murin de
la MH présentant une expansion CAG pure, non interrompue par des triplets CAA. Dans cette
étude les auteur-ices observent que le phénotype des animaux est davantage similaire aux
sujets atteints de la MH (e.g présence d’inclusions nucléaires de HTTm, dérégulation
transcriptionnelle) que chez les modéles a expansion CAG-CAA stable, ce qui confirme
I'importance de I'instabilité dans la mise en place de la pathologie (Gu et al 2022). De plus, des
données récentes indigquent que I'instabilité somatique est plus importante dans les tissus et
types cellulaires qui dégénérent le plus t6t dans la maladie. Particulierement les neurones
épineux moyens du striatum, tout comme les neurones pyramidaux de la couche L5a du
cortex, vulnérables a la mutation Huntington, démontrent une instabilité accrue de
I’expansion CAG (Matlik et al 2024, Pressl et al 2024). Cependant, cette corrélation reste
imparfaite, suggérant que d’autres facteurs contribuent a la vulnérabilité neuronale dans la

MH (Mouro-Pinto et al 2020, Pressl et al 2024)(Introduction-1.3.4).

Ainsi, 'ensemble de ces études dévoilent que l'instabilité de I'expansion de HTT joue

un réle déterminant dans les dérégulations biologiques et la mise en place de la MH. Des
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résultats récents apportent un point de vue nouveau sur le seuil de toxicité de I'expansion
CAG, en proposant que la pathogenése de la maladie repose sur deux phases consécutives,
dépendantes de l'instabilité somatique (Hong et al 2021, Donaldson et al 2021). Dans ce
modele, le seuil de 35-40 CAG correspondrait au seuil a partir duquel I'expansion devient
somatiquement instable dans les neurones vulnérables. Cette phase serait relativement
silencieuse du point de vue de la pathologie -la protéine HTTm serait peu ou pas toxique-
jusqu’a un nouveau seuil d’environ 150 CAG, correspondant au seuil de toxicité de la HTT

mutée (Aldous et al 2024, McCarroll 2023, Handsaker 2024).

De plus, bien que la mutation génétique responsable de la MH se transmette de facon
héréditaire il existe pour 5 a 8% des sujets diagnostiqués une apparition de novo de la
mutation, sans que les parents ne présentent de symptomes de la pathologie (Bates et al
2015). Ces cas sont dus a une instabilité intergénérationnelle de la mutation HTT. D’apres
Wheeler et coll., des patient-es atteint-es de la MH présentent une expansion CAG plus longue
dans les cellules germinales que les autres cellules (Wheeler et al 2007). Cette élongation de
la mutation de HTT, dépendante de processus de MMR (Dragileva et al 2009), est transmise a
la descendance et contribue ainsi a I'augmentation de la taille de I'expansion CAG a travers
les générations; un mécanisme partagé dans les différentes maladies a expansion de
trinucléotides, qui est a I'origine du phénomeéne d’anticipation (Wheeler et al. 2007, Paulson

2018).
1.3. Epidémiologie et facteurs de risque

Depuis la découverte de la mutation responsable de la maladie de Huntington, le
diagnostic génétique est possible. Environ 5 a 10 individus sur 100.000 sont atteints de la MH
dans le monde, ce qui en fait 'une des maladies rares les plus fréquentes (Bates et al 2015).
D’aprées des études méta-analytiques, une variabilité de prévalence des cas de MH existe entre
les pays d’Europe et d’Amérique du Nord (environ 7/100.000) et ceux d’Asie et d’Afrique qui
présentent moins de patient-es diagnostiqué-es (environ 1/100.000) (Medina et al 2022). Bien
qgue le role des inégalités d’outils diagnostics et de la longévité entre les régions du monde ne
soit pas a exclure, des études génétiques démontrent que la variabilité de pénétrance de la
MH est associée a une différence des haplotypes de HTT dans les populations (Warby et al

2011, Chao et al 2017).
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Comme précisé précédemment (Introduction-1.1.2), des études d’association
pangénomique (GWAS) ont été réalisées en vue de définir s’il existe des génes modificateurs
de la maladie, dont la mutation pourrait influencer la pathogeneése et le diagnostic de la MH.
Les études menées dans les années 2010 par les consortia GeM-HD et TRACK-HD, complétées
par des approches récentes, ont permis d’identifier que des variants des genes impliqués dans
la réparation de I’ADN pouvaient accélérer ou ralentir le décours temporel de la pathologie et
des symptémes associés (GeMHD 2015, GeMHD 2019, Moss et al 2017, Wheeler et Dion 2021,
Lee et al 2022, Hong et al 2024).

La mutation de HTT étant présente sur un chromosome autosomique, elle se retrouve
de fagon comparable chez les sujets hommes et femmes, cependant la pathogenese et
I’expression de certains symptomes se font de maniére différente selon le sexe (Zielonka et
Stawinska-Witoszynsk 2020). D’une part, I'instabilité germinale de la mutation est d’avantage
masculine, la descendance présente plus de risques de développer la MH si elle hérite du gene
paternel (Wheeler et al 2007, Aziz et al 2011, Neto et al 2017). D’autre part, des études
réalisées sur de larges cohortes de patient-es mettent en évidence une progression plus rapide
et des symptomes comportementaux plus prononcés chez les femmes (e.g. troubles moteurs,
dépression) (Zielonka et al 2013, Hentosh et al 2021), ce qui pourrait expliquer que le
diagnostic de la MH apparaisse plus élevé chez les femmes dans certaines études (Bruzelius
et al 2019). A l'inverse, des travaux sur les modeles murins tendent a montrer une sensibilité
accrue des males au niveau biologique et un effet protecteur des hormones féminines telles
qgue l'cestradiol (Zielonka et Stawinska-Witoszynsk 2020, Bode et al 2008). Ainsi la différence
hommes/femmes face au diagnostic et a la mise en place des symptémes de la MH reste

discutée dans la littérature.

2. Symptomes comportementaux associés a la MH

La neurodégénérescence et les dysfonctionnements cellulaires associés a la MH affectent
de fagon primaire le striatum puis atteignent d’autres structures cérébrales, telles que le
cortex, aux stades plus avancés de la pathologie (Introduction-1.3.3). Ces altérations cérébrales
sont a l'origine d’une triade de symptémes moteurs, cognitifs et psychiatriques qui évoluent

progressivement jusqu’au déces des patient-es. Le diagnostic clinique de la MH repose sur les
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symptomes moteurs les plus caractéristiques de la pathologie que sont les mouvements
involontaires et troubles de la coordination, mais des altérations cognitives et psychiatriques
subtiles peuvent étre mises en évidence a des stades prodromaux, soit 10 a 20 ans avant le

diagnostic moteur (Papoutsi et al 2014, Bates et al 2015).

2.1. Fonction motrice et activité

Les atteintes motrices sont caractérisées par deux phases successives. La premiére
phase est hyperkinétique, caractérisée par une perte de coordination et des mouvements
involontaires. Ces troubles progressent des muscles faciaux a I'ensemble de la musculature
des patient.es, jusqu’a I'apparition de mouvements choréiques signatures de la MH. Aux
stades les plus avancés de la maladie, les mouvements involontaires font place a une phase
hypokinétique caractérisée par une bradykinésie (lenteur d’exécution des mouvements) et
une rigidité musculaire qui progresse jusqu’a la fin de vie des patient-es (McColgan et Tabrizi
2018). Particulierement, les sujets présentant un diagnostic avancé de la MH ont des capacités
de parole et de déglutition altérées, faisant des complications respiratoires (fausses routes et
pneumonies) la cause de déces la plus fréquente dans la maladie de Huntington (Solberg et al

2018).

Egalement, les patient-es présentent une altération de l'activité et des rythmes
circadiens. Des études décrivent notamment que les sujets atteints de la MH présentent des
troubles du sommeil et une activité anormalement élevée durant la nuit, ce qui atteste d’une
dérégulation du contrdle circadien des phases d’activité/repos dans la maladie de Huntington
(Morton 2013, Saade-Lemus et Videnovic 2023). De plus, la mutation de HTT induit une
atrophie et une faiblesse musculaire qui progressent au cours de la pathologie, contribuant a

une hypoactivité généralisée des patient-es (Bozzi et Sciandra 2020).
2.2. Psychiatrie

Au cours de la progression de la MH, les patient-es sont sujets a des troubles
psychiatriqgues dont les symptomes sont nombreux et variés. Prées de 40% des sujets sont
atteints d’apathie (perte de motivation, indifférence a I’émotion) (Van Duijn et al 2014, Heath
et al 2019, Clark et al 2023). Plus particulierement, les travaux de MclLauchlan et coll.

présentent une perte de motivation des sujets face a des situations aversives/de perte, tandis
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gue les éléments récompensant ne sont pas associés a une baisse de motivation dans la MH
(McLauchlan et al 2019). Cette apathie progressant avec la pathologie laisse suggérer qu’elle
pourrait étre directement provoquée par la mutation de HTT et la neurodégénérescence qui

en découle.

D’autres symptémes psychiatriques sont également associés a la MH, tels que la
dépression, l'irritabilité, I'impulsivité ou encore I'anxiété (15 a 70% des sujets présentent des
troubles anxieux selon les études) (Van Duijn et al 2014, Dale et Van Duijn 2015).
Particulierement, la méta-analyse de Clark et coll. en 2023 met en évidence une prévalence
accrue des symptomes dépressifs chez les sujets porteurs de la mutation de HTT. En effet, 40%
des patient.es sont atteint.es de dépression contre 5% des adultes dans la population générale

(Clark et al 2023).

L'atrophie des structures cérébrales, I'évolution progressive et fatale de la pathologie
face a laquelle les patient-es n’ont actuellement aucune alternative thérapeutique ou encore
la perte de contrble des mouvements de leur corps sont autant de facteurs pouvant jouer un
role sur la santé mentale et la mise en place des troubles psychiatriques des patient.es de la
MH. Ces facteurs, associés a la dépression, I'anxiété et I'impulsivité expliqguent que le suicide
constitue la seconde cause de déces des patient-es Huntington, avec pres de 10% des sujets

ayant déja fait une tentative de suicide et 30% I'ayant envisagé (Honrath et al 2018).

2.3. Cognition

Les symptomes cognitifs associés a la MH apparaissent des les stades précoces de la
pathologie et sont responsables d’une perte d’autonomie des patient-es. Bien que des
mécanismes de compensation existent pour prendre le relais des structures cérébrales
atteintes, les sujets Huntington présentent des déficits dans les taches de planification, un
ralentissement cognitif et des altérations dans les fonctions exécutives, rendant la prise de
décisions et la flexibilité cognitive difficiles (Papoutsi et al 2014, Dumas et al 2013).
Notamment, les fonctions exécutives et de planification, impliquant le cortex préfrontal mais
également les structures temporales et occipitales dans la MH, sont altérées des les stades
prodromaux, et s’aggravent au cours de la progression de la pathologie (Morkl et al 2016,

Calderon-Villalon et al 2021).
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De plus, la mutation de HTT impacte la qualité des interactions sociales des sujets
atteints. Dés les stades prodromaux, les patient-es présentent des déficits de théorie de
I'esprit (aptitude a attribuer des états mentaux inobservables a soi-méme ou a d'autres
individus), d’empathie, des capacités de perception sociale et de reconnaissance des émotions

a travers les expressions faciales et verbales (Turner et al 2022, Dumas et al 2013).

Les processus impliqués dans I'attention, I'apprentissage et la mémoire sont
également perturbés dans la MH. Les patient-es présentent notamment des difficultés a
I'apprentissage et au rappel de la mémoire procédurale ; une composante de la mémoire,
dépendante du striatum, qui se base sur un référentiel égocentrique (interne) et
I'apprentissage d’automatismes moteurs et cognitifs, tels que ceux impliqués par exemple
dans I'apprentissage a tenir en équilibre sur un vélo (Possin et al 2017). Les sujets porteurs de
la mutation de HTT développent également des déficits et un ralentissement cognitif dans des
taches de mémoire de travail, qui correlent avec une altération de la connectivité du cortex

préfrontal des les stades prodromaux de la pathologie (Lahr et al 2018).

Ainsi, la triade de symptomes comportementaux observée dans la MH s’explique par
I'atteinte progressive et la perte de fonction du striatum et des boucles cortico-striatales
associées (e.g contréle des mouvements, apathie et hypoactivité, apprentissage procédural et

planification).

3. Le striatum dans la MH

Bien que la protéine HTT soit exprimée de facon ubiquitaire dans I'organisme, toutes
les régions et cellules de I'organisme ne présentent pas des altérations biologiques et un
niveau d’instabilité de [I'expansion CAG comparables. La MH est une maladie
neurodégénérative caractérisée par une atteinte primaire du noyau caudé et du putamen (néo
striatum), et plus particulierement des neurones épineux moyens (MSN) de cette structure.
D’autres structures cérébrales et populations neuronales (e.g. sous-populations de neurones
corticaux) sont également vulnérables a la pathogenése induite par la mutation de HTT (Pressl

et al 2024).
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3.1. Anatomie et fonctions physiologiques du striatum
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a. Représentation schématique en vue latérale des GdB dans le cerveau humain. Le striatum, voie d’entrée dans les GdB
entoure la structure et est a proximité des voies afférentes que sont le cortex et le thalamus.
b. Représentation en vue craniale des GdB dans le cerveau de souris (d’aprés Humanbrainproject.eu).

Les ganglions de la base (GdB), ou complexe striato-pallidal, sont un groupement de

régions cérébrales interconnectées, localisées dans la région ventrale du cerveau, a proximité

des ventricules latéraux. Parmi les GdB figurent le striatum,

subthalamiques, ou encore la substance noire (Fig.3).

Voie d’entrée principale dans les GdB en recevant les afférences
glutamatergiques du cortex et du thalamus, le striatum est
divisé en deux régions : le striatum dorsal (DS) et ventral (VS).
Le DS est subdivisé en striatum dorsomédian et dorsolatéral
(DMS et DLS) constitué respectivement du putamen et du noyau
caudé, ces structures étant regroupées en un uniqgue noyau
caudé-putamen chez les rongeurs, tandis que le VS est

majoritairement constitué du noyau accumbens (NAc) (Fig.4).

Fonctionnellement, le striatum murin est hétérogene. Le
VS joue un réle majeur dans le circuit de la récompense et la
motivation, tandis que le DS est davantage responsable du
contrble et de I'apprentissage moteur, des comportements liés
aux habitudes (e.g. mémoire procédurale, planification) et aux
prises de décisions (Graybiel et al 1994, Balleine et al 2007, Burton
et al 2015).

le pallidum, les noyaux

Fig. 4 Organisation anatomique du
striatum chez la souris
Représentation schématique d’une
hémi coupe frontale de cerveau de
souris au niveau du striatum. DLS,
striatum dorso-latéral ; DMS, striatum
dorso-médian ; NAc, noyau
accumbens.
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D’un point de vue cellulaire, le striatum contient environ 50% de neurones, lesquels
sont a 90-95% des MSNs (Gokce et al 2016, Kreitzer et Malenka 2008). Ces neurones sont
GABAergiques et impliqués dans des voies anatomiques différentes. Les MSNs exprimant les
récepteurs a la dopamine D1 constituent la voie directe de sortie du striatum (dMSN),
projetant vers la substance noire et le pallidum interne, tandis que les MSNs présentant les
récepteurs D2 a la dopamine composent la voie indirecte (iMSN) projetant au pallidum
externe (Fig.5). Du fait de leurs connections anatomiques et des boucles
d’inhibition/activation dans lesquelles ils sont intégrés, les dMSN sont impliqués dans
I'initiation du mouvement et des comportements dirigés vers un but, tandis que les iMSN
inhibent ces fonctions (Kravitz et al 2010, Durieux et al 2012, Blumenstock et Dudanova 2020).
Des interneurones cholinergiques ou GABAergiques couplés a la parvalbumine, Ia
somatostatine ou la calrétinine sont également présents en minorité dans le striatum et

apparaissent davantage préservés face a la mutation de HTT (Massouh et al 2008, Matlik et al

—— excitatory glutamatergic
cortex ——¢ inhibitory GABAergic
= ——& modulatory dopaminergic /
) cholinergic
1A v \V] Vi

Ingjz,, 4\

striatum

Voie directe:
dMSN, Initiation du mouvement

Voie indirecte:
\ /< iMSN, Inhibition du mouvement

thalamus

Fig. 5 Connectivité anatomique du striatum

Les voies directe et indirecte de projection du striatum sont impliquées dans des boucles inhibitrices et activatrices
successives. Via sa projection inhibitrice sur le pallidum interne, la voie directe constituée d’efférences des dMSN joue un
réle facilitateur-initateur du mouvement, tandis que la voie des iMSN, projette de fagon indirecte au pallidum interne, ce qui
in fine inhibe le thalamus et le mouvement (d’aprés Blumenstock et Dudanova 2020). GPe, pallidum externe ; GPi, pallidum
interne ; STN, noyau sous-thalamique ; SNr/SNc, substance noire réticulée/pars compacta.
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3.2. Atteintes du striatum dans la MH

Au cours de la MH, la neurodégénérescence affecte principalement les noyaux caudé
et putamen induisant une perte de volume striatal drastique chez les patient-es (Tabrizi et al.
2013)(Fig.6). Cette atrophie se caractérise dés les stades présymptomatiques par une perte
précoce des iMSN, suivie plus tardivement par la dégénérescence des dMSN, ce qui corréle
avec l'apparition progressive des symptdémes moteurs de la MH. La perte dans un premier
temps de la voie inhibitrice explique la perte de coordination et les mouvements choréiques,
puis I'atteinte des dMSN qui initient les comportements et mouvements conduit a une

bradykinésie (Reiner et al 1988, Niccolini et al 2018, Reiner et Deng 2018).

Fig. 6 Atrophie striatale dans la maladie de
Huntington

74 4 \ La dégénérescence des MSNs du striatum

résulte en une atrophie du striatum et une

" ’ ) J augmentation de la taille de ventricules
l o | Ventricule | latéraux. Les images présentées
m Q correspondent a I'imagerie IRM en coupe
. frontale de sujet contréle et d'un-e

patient-e au stade prodromal de la MH,
pour lequel le diagnostic ne peut étre
clairement établi d’apres les symptomes

comportementaux (d’aprés Bates et al
2015).

Dans la MH, les MSNs sont atteints de fagcon primaire. Cependant, une atteinte des
cellules gliales contribue aussi a I'atrophie striatale (Wilton et Stevens 2020). Bien que les
données transcriptomiques et I'étude des inclusions de HTTm révélent que I'atteinte gliale est
secondaire comparativement aux neurones (Lee et al 2020, Jansen et al 2017), les patient-es
Huntington présentent une astrogliose et des dérégulations gliales dans les structures
cérébrales atteintes par la MH (Saba et al 2022). Les cellules astrocytaires présentent
notamment une altération de leurs capacités neuroprotectrices et une baisse d’expression
des récepteurs au glutamate dans le striatum de patient-es, dépendamment de I'avancement
de la pathologie (Faideau et al 2010, Paryani et al 2023). Tandis que les travaux réalisés sur les
modeles murins démontrent un impact de la mutation de HTT sur la production de
métabolites neuronaux, la signalisation calcique ou encore le métabolisme du cholestérol

dans les astrocytes (Khakh et Goldman 2023). A I'image des travaux de Boussicault et coll. qui
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indiquent que le dysfonctionnement et I'activation astrocytaire participe au stress oxydatif
des MSNs (Boussicault et al 2014), les données de la littérature indiquent que la dérégulation

gliale contribue aux atteintes neuronales dans le striatum Huntington (Benraiss et al 2016).

La microglie est également davantage active en présence de HTTm, produisant une
guantité importante de facteurs pro-inflammatoires et une inflammation accrue qui participe
a I'atrophie du striatum et aux atteintes corticostriatales (Silvestroni et al 2009, Crotti et al
2014, Wilton et al 2023). Enfin, les oligodendrocytes dans la MH sont déficients, entrainant
entre autres une baisse de myélinisation et un déficit de production de facteurs de croissance
dans le striatum, impliqués dans la perte de fonctions neuronales (Huang et al 2015, Novak et

al 2014).
3.3. Autres atteintes cérébrales et atteintes périphériques

D’autres régions cérébrales, telles que le cortex sont vulnérables a la mutation de HTT
et impliquées dans la symptomatologie de la MH (Pressl et al 2024, Blumenstock et Dudanova
2020). Notamment, I'atrophie et le dysfonctionnement des cortex moteur et cingulaire, tout
comme |'altération de connectivité du cortex préfrontal au striatum correlent avec la mise en

place de symptdmes comportementaux de la maladie (Thu et al 2010, Lahr et al 2018).

La mutation de HTT étant ubiquitaire dans chaque cellule de I'organisme des sujets
atteints, il existe des effets périphériques et globaux de la MH. Notamment, les patient-es
présentent une perte de poids dépendante de la taille de mutation de HTT (Ogilvie et al 2021).
Les sujets porteurs de cette mutation a un stade présymptomatique présentent une
diminution de lI'indice de masse corporelle bien que leur apport calorique soit augmenté, ce
qui suggére une altération du métabolisme général (Marder et al 2009). Le métabolisme
périphérique est largement dérégulé dans la MH (Carroll et al 2015). Chez les sujets
diagnostiqués ou porteurs de la mutation a des stades prodromaux, le métabolisme glucidique
est notamment impacté par une réduction du catabolisme hépatique (Stliwe et al 2013),
tandis que I’altération des chaines respiratoires mitochondriales perturbe la production d’ATP
dans les cellules musculaires (Saft et al 2005, Ciammola et al 2011). De plus, I'étude du sérum
de patient.es a différents stades de la pathologie a permis d’identifier une perturbation du
métabolisme du tryptophane, induisant notamment une augmentation des cytokines

circulantes et une inflammation périphérique (Forrest et al 2010).
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En complément des changements métaboliques majeurs qu’ils subissent, les muscles
sont plus globalement affectés dans la MH. Chez les modeles murins, les muscles
squelettiques sont atrophiés et perdent une partie de leurs propriétés contractiles, pouvant
expliquer la faiblesse musculaire observée chez les patient-es (Mielcarek et al 2015, Busse et

al 2008, Bozzi et Sciandra, 2020).
3.4. Vulnérabilité des MSNs striataux

Le profil d’expression de la HTT, protéine exprimée de fagcon ubiquitaire dans
I’organisme, n’explique pas la vulnérabilité sélective de certaines populations neuronales face
a la mutation Huntington. Ainsi différentes hypothéses tendent a définir les mécanismes

responsables de la vulnérabilité des MSNs striataux.

D’apres les connections anatomiques et la neurochimie du striatum, des études
suggerent que les MSNs striataux sont sensibilisés a une excitotoxicité glutamatergique des
afférences corticales. Landwehrmeyer et coll. ont pu mettre en évidence que les MSNs
expriment des sous-unités du récepteur NMDA plus affines au glutamate que les
interneurones striataux, suggérant une sensibilité plus importante au glutamate
(Landwehrmeyer et al 1995). De plus, au cours de la MH, I'activité des récepteurs NMDA est
perturbée dans le striatum, ce qui a tendance a sensibiliser les neurones épineux moyens a un
stress cellulaire et pourrait contribuer aux dysfonctionnements neuronaux (Fan et Raymond

2007).

Des travaux ont suggéré le rb6le que pourrait également jouer le facteur
neurotrophique dérivé du cerveau (BDNF pour brain-derived neurotrophic factor) dans la
vulnérabilité striatale. Les neurones striataux sont appauvris en ARN messagers (ARNm) du
BDNF, un facteur neurotrophique impliqué dans la survie neuronale et la plasticité synaptique,
ainsi, son apport au striatum est dépendant des interactions cortico-striatales (Schmidt-
kastner et al 1996). Or |'axe cortico-striatal étant altéré chez les patient-es (Poudel et al 2014),
et le transport axonal du BDNF perturbé dans les cellules issues de modeles murins de la MH
(Gauthier et a/ 2004), I'apport de BDNF au striatum est drastiquement diminué dans le cerveau
Huntington. De plus, I'apport expérimental de BDNF a des neurones issus de souris modeles
de la MH, permet de restaurer ’homéostase de synapses cortico-striatales (Lenoir et al 2022).
L’ensemble de ces résultats suggere ainsi une vulnérabilité des neurones striataux, via leur

dépendance au BDNF cortical, dont ’homéostase est altérée dans la maladie de Huntington.
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Une caractéristique des MSNs du striatum est également leur dépendance
métabolique. L'administration systémique d’acide 3-nitropropionique (3-NP), un inhibiteur du
complexe Il de la chaine respiratoire, a différents rongeurs et primates non-humains provoque
une dégénérescence quasi-exclusivement striatale et I'apparition de symptomes moteurs et
cognitifs similaires a ceux de la MH (Brouillet 2014). Ces données suggérent ainsi une forte
dépendance des MSNs striataux au métabolisme mitochondrial, qui pourrait expliquer

pourquoi ils sont les premiers a dégénérer dans la pathologie.

Enfin, I'instabilité somatique de I'expansion CAG décrite précédemment (Introduction-
1.1.2) présente une spécificité tissulaire, et est particulierement élevée dans le tissu cérébral,
tel que dans les MSNs et certains neurones du cortex, et plus particulierement dans les
neurones striataux sensibles a la dégénérescence (Matlik et al 2024, Wheeler et al 2003,
Gonitel et al 2008). Des travaux suggerent que dans la MH, I'altération du métabolisme
énergétique spécifique aux MSNs striataux pourrait augmenter la production de radicaux
libres qui vont oxyder I’ADN, et ainsi stimuler excessivement les enzymes de réparation et
augmenter 'instabilité somatique de la mutation de HTT (Kovtun et al 2007, Maiuri et al 2019).
De plus, les études GWAS identifiant les mutations de genes des MMR comme facteurs de
risque pour la MH, couplés aux travaux de Matlik et coll. qui ont récemment définis que les
protéines de réparation de ’ADN MSH2 et MSH3 sont anormalement élevées dans les MSNs
en comparaison aux autres types cellulaires striataux (Matlik et al 2024), suggérent
I'importance des enzymes de réparation de I’ADN et de I'instabilité de I'expansion CAG dans
la vulnérabilité des MSNs striataux. Malgré tout, la corrélation entre instabilité somatique et
vulnérabilité cellulaire n’est pas parfaite et n’exclue pas que d’autres facteurs soient impliqués

(Mouro-Pinto et al 2020, Pressl et al 2014, Matlik et al 2024).

4. Physiopathologie

La mutation qui cause la MH conduit a des dérégulations biologiques multiples qui
jouent un role in fine dans la perte de fonctions et la dégénérescence des MSN du striatum.
Actuellement, la nature des entités toxiques et essentielles a la pathogenese (ADN, ARN ou

protéine mutés) reste discutée.
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4.1. Fonctions physiologiques de la HTT

La protéine HTT a pour particularité d’étre constituée de séquences protéiques HEAT,
qui forment deux hélices alpha reliées par une boucle. Ces domaines HEAT étant impliqués
dans I'élaboration de complexes protéiques, différentes régions de la HTT peuvent interagir
ensemble et/ou intégrer d’autres complexes, ce qui fait de la HTT une « plateforme »
moléculaire facilitant et régulant la formation de complexes protéiques impliqués dans

diverses fonctions cellulaires (Saudou et Humbert 2016).

Par exemple, la HTT non mutée interagit avec la protéine HAP1 (Huntingtin associated
protein 1), toutes deux impliquées dans I’architecture du cytosquelette et le transport intra-
cellulaire (Liu.L et al 2023). Le complexe protéique impliquant la HTT et HAP1 integre
notamment la dynéine et joue un réle dans le trafic vésiculaire le long des axones ou
I’élongation du cytosquelette lors de la mitose (Wu et Zhou 2009, Saudou et Humbert 2016).
Une étude de 2020 a montré que la déplétion de Hap1 chez des modéles murins ou primates
non-humains de la MH induit la mort des MSNs spécifiquement dans le striatum, suggérant
qgue interaction HTT-HAP1 est protective contre la neurodégénérescence et peut étre altérée

dans la MH (Liu et al 2020, Chen et al 2022).

De plus, la HTT est impliquée dans le développement embryonnaire, notamment dans
la neurogeneése corticale et striatale (Reiner et a/ 2003). En 2020, Barnat et coll. déterminent
gue l'expansion polyQ confére a la HTTm une perte de fonction dans le processus de
développement embryonnaire des foetus humains, via une mauvaise localisation cellulaire de
la HTT dans les couches corticales. Cette altération de la fonction de HTT conduit notamment
a un déficit de différenciation des progéniteurs neuronaux, et a une perturbation des cycles
cellulaires et de mitose (Barnat et al 2020). Ces observations, couplées au constat que le cortex
de souris modeles de la MH est transitoirement altéré lors de la premiére semaine post-natale,

suggerent une composante neurodéveloppementale dans la MH (Braz et al 2022).

Bien que largement retrouvée dans le compartiment cytoplasmique, les études sur
modeles animaux indiquent que la HTT peut-étre localisée dans les noyaux cellulaires ou elle
interagit avec les complexes protéiques présents. La HTT interagit avec de nombreux facteurs
de transcription, tels que CBP (CREB-binding protein), NFkB ou encore p53 (Steffan et al. 2000,
Takano et Gusella 2002), des régulateurs épigénétiques et transcriptionnels tels que PRC2 et

REST (Seong et al 2010, Zuccato et al 2003) ou encore des récepteurs nucléaires comme PPARy
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et LXRa (Futter et al 2009). L'ensemble de ces interactions nucléaires conféere a la HTT un role
dans le contrdle de la transcription. Notamment, Zuccato et coll. ont démontré que la HTT
favorise la production de BDNF, tandis que la forme mutée de la protéine perd cette fonction
et résulte en une production amoindrie de BDNF, ce qui pourrait contribuer a la sensibilité
accrue des MSNs striataux a la neurodégénérescence dans la MH (Zuccato et a/ 2001).

Avec notamment un réle bénéfique dans la production de facteurs pro-survie, dans le
trafic vésiculaire ou encore le neurodéveloppement, la HTT physiologique est nécessaire au
fonctionnement neuronal. Ainsi, la mutation Huntington peut altérer ces fonctions et
contribuer a la mort des MSNs striataux via une perte de fonction partielle des neurones.
Cependant, I'inactivation expérimentale de la protéine HTT saine ne permet pas de modéliser
I'ensemble des symptomes moléculaires et comportementaux de la MH, ce qui indique que la
pathologie ne repose pas uniquement sur une perte de fonction de la HTT (Zhang et al 2009,

Duyao et al 1995, Regio et al 2023).

4.2. Perte de ’lhoméostasie cellulaire

La répétition de triplets CAG dans I'exon 1 que constitue la mutation du gene HTT
confeére a la protéine une expansion polyQ qui affecte sa structure tridimensionnelle. La forme

mutée de HTT a une forte propension a . Neurones primaires

d. Striatum :
du striatum

I'agrégation formant ainsi des agrégats

Huntingtine Noyau

cytoplasmiques et nucléaires constitués

WT

de la forme compléte de la HTTm ou de
fragments issus de clivages protéolytiques
ou d’épissage alternatif du géne muté. Les
agrégats sont les principaux marqueurs
biologiques de la MH (Fig.7) et contribuent

a la dérégulation de plusieurs fonctions

biologiques telles que le fonctionnement
) Fig. 7 Agrégats de HTTm dans le striatum Huntington
synaptique, le transport axonal, la a. Immunomarquage des agrégats de huntingtine dans le striatum

o . de souris contrbles et modeéles de la MH (R6/2) agées de 12
transcription et les systemes semaines (Li et al 1999).

b. Immunomarquage de la huntingtine dans des neurones
protéolytiques (Fig.8)(Li et al 1999, Li et al striataux tranfectés par I'exon 1 de HTT possédant une expansion
de 25 (contrdle) ou 72 glutamines (HTTm). Contrairement a la HTT-
2016, Bates et a/ 2015)- Q25 qui est ubiquitaire dans la cellule, la HTTm forme des agrégats
dans les noyaux des neurones (Weiss et al 2008).
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Fig. 8 Fonctions pathologiques des agrégats de HTTm
La HTTm compléte (1) ou les fragments issus de clivage protéolytique (2) sont retrouvés dans les différents compartiments
cellulaires. Dans les noyaux (3), la HTTm s’agrege et induit une dérégulation de la transcription (4). Dans le compartiment

cytoplasmique, les agrégats de HTTm saturent les mécanismes de protéolyse (6), et induisent des dysfonctionnements
cellulaires au niveau des synapses, des mitochondries et du transport axonal (7)(Bates et al 2015).

Dans les noyaux, les agrégats de HTTm interagissent avec, et séquestrent, des facteurs
protéiques impliqués dans la régulation de la transcription. En 2001, Nucifora et coll.
démontrent que la protéine liant CREB (CBP pour CREB binding protein), une histone
acétyltransférase, est retrouvée dans les agrégats de HTTm de modeéles murins et les tissus
post-mortem de patient-es de la MH (Nucifora et al 2001). Cependant, bien que les inclusions
nucléaires apparaissent corrélées avec les dérégulations transcriptionnelles -voire
épigénétiques- observées dans la MH, la relation de cause a effet reste a démontrer (Li et al
2016, Francelle et al 2017).

Dans le compartiment cytoplasmique, les agrégats de HTTm sont cytotoxiques et

entretiennent I'activation excessive des voies de dégradation protéique. La voie de protéolyse
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par autophagie est dérégulée, les autophagosomes s’accumulent dans les neurones striataux
de souris modeles et de patient-es de la MH mais ne sont pas fonctionnels et ne permettent
pas I'élimination de la HTTm (Martinez-Vicente et al 2010). De méme, les mécanismes de
protéostase, impliqués dans la clairance des protéines mal repliées, assurés par le systéme
ubiquitine-protéasome (UPS), sont déficients car une partie des facteurs protéiques impliqués
dans ces systemes sont séquestrés dans les agrégats de HTTm (Park et al 2013). Ainsi, bien
gue les astrocytes semblent préservés de ces altérations et prennent en partie le relais des
neurones pour la protéostase des agrégats (Abjean et al 2023), la dégradation des fragments
de HTTm mal-conformés et agrégés n’est pas fonctionnelle dans les MSNs du striatum
Huntington, ce qui dérégule ’homéostasie et le fonctionnement des neurones.

Enfin, Riguet et coll. ont observé la présence de mitochondries et de compartiments
du réticulum endoplasmique a proximité des agrégats de HTTm, suggérant une dérégulation
de 'homéostasie cellulaire en présence de fragments de HTT-polyQ. Plus précisément leurs
travaux ont permis de définir que ces mitochondries présentent des changements
morphologiques et des altérations fonctionnelles quant a la respiration métabolique,
suggérant que la présence d’agrégats altere l'intégrité mitochondriale et contribue aux

dérégulations métaboliques (Riguet et al 2021, Song et al 2011).

4.3. Altérations métaboliques

De nombreux travaux ont caractérisé les atteintes du métabolisme dans la MH, bien
gue les mécanismes biologiques responsables restent mal déterminés. Des études post-
mortem de tissus Huntington, ou des modeles murins, ont notamment démontré que les
complexes Il, Il et IV de la chaine respiratoire mitochondriale sont drastiquement diminués
dans la MH, spécifiquement dans les noyaux caudé et putamen (Damiano et al 2010). Il en est
de méme pour d’autres enzymes du métabolisme oxydatif pouvant justifier d’'une production
anormalement élevée de ROS (espéces réactives de I'oxygene) toxiques pour les neurones

Huntington (Sorolla et al 2008).

Le métabolisme du glucose est également affecté dans la MH. Dans le systéeme nerveux
central, I'apport de glucides aux neurones est dépendant des astrocytes, qui captent le glucose
dans le compartiment sanguin et le métabolisent en lactate et pyruvate qui seront utilisés par

les neurones. Dans la MH, les études d’imagerie témoignent d’'un hypométabolisme du
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glucose chez des modeles primates non-humains (Weiss et al 2023). D’aprés les travaux de
Boussicault et coll., ce constat est d{ a une diminution du transport du glucose, associé a un
stress oxydatif important dans les astrocytes, dés les stades précoces de la pathologie

(Boussicault et al 2014).

Egalement, les neurones et les cellules gliales du striatum subissent des perturbations
du métabolisme lipidique. Dans le systeme nerveux central, le cholestérol est majoritairement
produit par les astrocytes, a partir d’Acetyl-CoA. L'expression gliale des enzymes de synthese
du cholestérol, ainsi que I'enzyme neuronale CYP46A1 du catabolisme du cholestérol sont
diminuées dans le striatum Huntington (Valenza et al 2010, Boussicault et al 2016). Le
métabolisme lipidique étant essentiel aux fonctions neuronales, I'apport expérimental de
cholestérol ou la surexpression de CYP46A1 chez des modéles murins de la MH permettent de
restaurer le métabolisme lipidique mais également de rétablir une partie des phénotypes
moléculaires (atrophie des neurones, agrégats) et comportementaux (Valenza et al 2015,

Boussicault et al 2016).

L’'ensemble de ces études témoignent de I'importance du lien neurones-astrocytes et
de lintégrité du métabolisme énergétique dans le maintien des fonctions et de la survie
neuronale. Bien que les mécanismes moléculaires responsable de ces atteintes métaboliques
ne soient pas clairement identifiés, elles apparaissent précocement dans le décours de la

maladie suggérant un role crucial du métabolisme dans la physiopathologie de la MH.
4.4. Dérégulations transcriptionnelles

L’expression de genes est également modifiée de facon précoce dans le striatum
Huntington et conduit a un changement de fonction et d’identité des cellules striatales qui

correle avec la progression des symptémes comportementaux (Francelle et al 2017).

En 2016, Langfelder et coll. caractérisent le transcriptome du striatum, du cortex et du
foie de modéles murins de la MH présentant une taille progressive d’expansion CAG, a
différents ages et stades de la pathologie. Ces travaux ont notamment pu établir que Ila
dérégulation transcriptionnelle induite par la HTT mutée est progressive et la plus massive
dans le striatum, et est corrélée a la taille de I'expansion CAG (Fig.9) (Langfelder et al 2016).
Les auteur-ices ont également pu mettre en évidence, par des analyses réseaux (WGCNA pour

weighted correlation network analysis), différents groupes de genes qui sont modifiés de
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maniere comparable dans la condition Huntington. Notamment, cette étude tout comme
celles d’autres groupes, dont le laboratoire d’accueil, indiquent que les génes dont
I’expression est diminuée dans le striatum de modéles murins sont treés significativement
enrichis en marqueurs de l'identité des MSNs, comme par exemple les genes codant pour les
récepteurs a la dopamine D1 et D2 (Drd1, Drd2), le régulateur de signalisation des protéines
G (Rgs9), ou encore la phosphodiestérase 10a (Pde10a) (Fig.9) (Hodges et al 2008, Vashishtha
et al 2013, Achour et al 2015, Langfelder et al 2016).
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Fig. 9 Dérégulation transcriptionnelle dans le striatum Huntington

a. Nombre de genes différentiellement exprimés entre les modéles de MH présentant différentes tailles de mutation de HTT, dans
le striatum, cortex et foie de souris agées de 2 a 10 mois. La dérégulation transcriptionnelle provoquée par la mutation de HTT
apparait majoritairement et précocement dans le striatum, de fagon dépendante de la taille de la mutation (Langfelder et al 2016).
b. Niveau d’expression relatif (MH vs contrdle) des génes marqueurs des neurones striataux, dans le striatum de souris possédant
une HTTm constituée de 80 a 175 glutamines, agées de 2 a 10 mois. Les genes d’identité des MSNs sont significativement hypo-
exprimés dans le striatum des modéles de la MH, dés 6 mois, dépendamment de la taille de la mutation (Langfelder et a/ 2016).
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En 2020, Lee et coll. utilisent des approches de séquengage sur cellules uniques
(snRNAseq) et des constructions génétiques de marquage ribosomal (TRAPseq) dépendantes
du type cellulaire de maniéere a caractériser le transcriptome des types cellulaires striataux
dans différents modéles murins Huntington et tissus post-mortem (Lee et al 2020). D’autres
études transcriptomiques sur cellules uniques ou populations cellulaires spécifiques ont été
réalisées pour davantage décrypter la signature des cellules dans le cerveau Huntington
(Merienne et al 2019, Malaiya et al 2021, Matsushima et al 2023, Métlik et al 2024, Pressl et
al 2024). Les données indiquent que la dérégulation transcriptionnelle est la plus importante
dans les iMSN, ainsi I'ampleur de la dérégulation transcriptionnelle correle avec la
vulnérabilité neuronale. De plus, les travaux confirment une dérégulation majeure des génes
d’identité dans les neurones et identifient des signatures additionnelles. Notamment, les
génes impliqués dans la phosphorylation oxydative des mitochondries sont déplétés dans les
MSNs Huntington suggérant que la dérégulation transcriptionnelle des MSNs, dépendante de
la taille de I'expansion CAG, participe a la perte de fonction mitochondriale et aux atteintes
métaboliques du striatum (Lee et al 2020). De plus, les données de Lee et coll. mettent en
évidence lI'induction d’une réponse immunitaire innée dans les MSNs, induite par I'altération

métabolique et la libération d’ARN mitochondriaux (Lee et al 2020).

Les génes associés a I'adhésion cellulaire (Langfelder et al 2016, Achour et al 2015), a
la réponse immunitaire et au neurodéveloppement sont davantage exprimés dans le cortex
et le striatum de patient-es et modeles de la MH (Labadorf et al. 2015, Legras et al 2017)
(Fig.10). Les approches récentes permettant d’étudier la signature spécifique des types
cellulaires tendent a consolider I'hypothése selon laquelle les génes d’identité des cellules
sont réprimés dans leur type cellulaire d’origine et dé-réprimés dans d’autres cellules du
striatum Huntington (Merienne et al. 2019, Malaiya et al 2021, Alcalad-Vida et al 2021b).
Particulierement, les études transcriptomiques suggérent un réle du complexe répresseur
polycomb 2 (PRC2) dans ce déficit du maintien de l'identité cellulaire dans le striatum des

modeles de la MH (Malaiya et al 2021).

Actuellement, les mécanismes expliquant comment la mutation Huntington induit ces
perturbations transcriptionnelles ne sont pas clairement identifiés. L’étude de Gu et coll. en
2022, ou les auteur-ices ont cherché a décrypter le réle de l'instabilité somatique dans la

dérégulation transcriptionnelle, indique que I'instabilité de I'expansion CAG est nécessaire
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chez un modele murin de la MH (Introduction-1.1.2)(Gu et al 2022), tandis que ces résultats
paraissent confirmés chez les patient-es (McCarroll 2023, Handsaker 2024). Egalement, la
transcription étant régulée par des facteurs épigénétiques, des travaux, dont ceux de I'équipe
d’accueil, cherchent a caractériser le role que jouent les dérégulations épigénétiques dans le
striatum Huntington et la perte précoce d’identité cellulaire. Ces études sont détaillées dans

la partie Il, aprés contextualisation des mécanismes épigénétiques.

Fonctions associées aux genes hyperexprimés dans la MH
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Fig. 10 Expression des genes développementaux et d’immunité chez les patient-es Huntington

Analyse fonctionnelle en réseau des genes hyper-exprimés dans le cortex préfrontal de sujets atteints de la
MH (vs controdles). Les génes impliqués dans le développement et le systéme immunitaire sont anormalement
hyper-exprimés dans le cerveau Huntington (Labadorf et al 2015).

5. Modeles

5.1. Des modeéles nombreux et variés

Historiguement, la MH a été étudiée et modélisée chez le rongeur par des lésions
striatales ou I'administration de toxines, dans le but de reproduire les atteintes des MSNs et
les symptémes comportementaux retrouvés dans la pathologie (Beal et al. 1986, Brouillet

2014). La MH étant une pathologie génétique dont la seule cause est une mutation du gene
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HTT, elle a I'avantage de pouvoir étre modélisée par I'introduction d’une expansion CAG dans
I'exon 1 du géne HTT. Les modeles animaux de la MH sont nombreux et choisis selon les
guestions biologiques posées, allant des vers c.elegans aux primates non-humains (Snyder et
Chan 2018) en passant par des modeles de drosophiles, poisson-zébres, moutons ou porcs
(Pouladi et al 2013). Malgré cette variété, les modéles les mieux caractérisés et utilisés
notamment pour leur facilité de manipulation, de reproduction et leur proximité relative avec
les humains (mammiféres) sont les rongeurs. Les modeles souris ont particulierement été
développés di a leur facilité de manipulation génétique (Fig.11). Depuis le projet du
consortium HD iPSC (HD iPSC Consortium 2012) de nouvelles approches utilisant des cellules
souches pluripotentes induites (iPSC) ou des organoides provenant de patient-es ouvrent la

voie a 'utilisation d’approches alternatives (Kaye et al 2022).
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Fig. 11 Modéles murins de la MH

Différents modeles murins de la MH existent, principalement basés sur la mutation génétique de Htt chez la souris. Les souris transgéniques R6
présentent I'exon 1 de HTT humaine muté sous contrdle de son promoteur, qui s’exprime en complément de la Htt murine. Les modeles Knock-in
présentent une expansion CAG de différentes tailles selon les modeles, directement intégrée dans le gene Htt. Les différents modéles murins
illustrent plus ou moins bien les altérations comportementales et biologiques retrouvées dans la MH (d’apreés Nittari et al 2023).
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5.2. Modeles murins transgéniques

Les modeles de souris transgéniques R6/1 et R6/2 ont été les premiers modéles murins
génétiques générés qui récapitulent des aspects majeurs de la MH. Ces modeles reposent sur
I'intégration dans le génome du promoteur et de I'exon 1 du HTT humain contenant une
expansion d’environ 130 répétitions CAG (Mangiarini et al 1996)(Fig.11). En plus de présenter
une forte homologie pour la MH (expression de I'exon 1 humain), ces modeles témoignent
d’un important isomorphisme avec les patient-es Huntington. Malgré une mort neuronale
limitée, les modeles présentent une atrophie striatale (Rattray et al/ 2013a et 2013b) et le
phénotype des souris transgéniques est similaire a celui retrouvé chez I’"humain avec une
baisse de I'espérance de vie, des symptdmes comportementaux caractéristiques, la présence
d’agrégats de HTTm ou encore des altérations épigénétiques, transcriptionnelles,
métaboliques... (Nittari et al 2023, Morton 2023, Alcala-Vida et al 2021, Lee et al 2020,
Merienne et al 2019, Burtscher et al 2020). Bien que basés sur la méme mutation génétique,
les deux modeles différent par leur sévérité et la vitesse d’apparition des symptomes. En effet,
les souris R6/2 présentent une durée de vie plus courte que les R6/1 (10-13 semaines contre
30-40 semaines), et une atteinte comportementale plus précoce, caractérisée notamment par
des symptdomes moteurs progressifs dés 5-6 semaines contre 11-12 semaines pour les R6/1

(Nittari et al 2023)(Fig.11).

Malgré ces fortes homologies et isomorphisme des modeéles R6, seul I'exon 1 de la
HTTm y est exprimé. Ainsi, des modeles exprimant un exemplaire du gene HTT humain
complet ont été développés (transgéne transféré dans un chromosome de levure (YAC128) ou
de bactérie (BACHD) (Pouladi et al 2012). Cependant, I'isomorphisme ne reste pas total, et
bien que ces modeles présentent une atrophie striatale et plusieurs symptémes de type
Huntington, les souris BACHD sont dépourvues d’agrégats de HTTm (Pouladi et al 2012).
Récemment, Gu et coll. ont proposé un nouveau modele BAC-CAG reposant sur une expansion
CAG pure, non interrompue par des triplets CAA, qui modélise I'instabilité somatique de la
mutation. Chez ce modeéle, les agrégats de HTTm sont observés et la pathologie est aggravée

(Gu et al 2022).
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5.3. Modeles murins Knock-in

Les modeles de souris Knock-in (KI) ont été développés pour reproduire 'effet de la
mutation dans I’'ensemble du géne HTT, non pas en supplément de I’expression du géne murin
non muté comme chez les modeles transgéniques, mais a sa place, comme c’est le cas chez
les patient-es qui expriment un allele muté. Dans ces modeles, I'expansion de triplets CAG est
directement intégrée au géne murin de la Htt (Fig.11). De fagon a reproduire la variété des
séries alléliqgue et pour modéliser différents niveaux de gravité de la pathologie, différents
modeles existent selon la taille de la répétition : e.g. Q111 (Trettel et a/ 2000), Q140 (Menalled
et al 2003), zQ175 (Menalled et al 2012). Du fait notamment de la différence de longévité
entre les espéces, une taille de mutation similaire a celle retrouvée chez I’humain (inférieur a
60 CAG) n’induit pas de phénotype Huntington chez la souris; espéce chez laquelle les
symptdémes de la MH sont retrouvés en présence d’une expansion instable et supérieure a 100
triplets CAG. Globalement, les souris KI présentent les altérations biologiques caractéristiques
de la MH similaires aux modéles transgéniques mais I'apparition des symptdémes est plus
progressive et correle avec la taille de la mutation, ce qui permet notamment I'étude

longitudinale des mécanismes physiopathologiques (Langfelder et al 2016, Nittari et al 2023).

6. Approches thérapeutiques

6.1. Traitements symptomatiques

Les symptomes de la MH décrits précédemment (Introduction-l.2) affectent
grandement la qualité de vie et I'autonomie des patient-es. A I'heure actuelle, aucun
traitement curatif permettant d’empécher ou de ralentir la mise en place de la MH n’est mis
sur le marché. Seuls des traitements symptomatiques et des thérapies comportementales,
non spécifiques, existent, mais leur efficacité reste limitée (Fig.12). Par exemple, des
inhibiteurs de la recapture des monoamines (e.g. tetrabenazine) peuvent étre administrés
pour atténuer les mouvements choréiques, mais ils induisent une sédation et des troubles
dépressifs (Saft et al 2023). Il existe des traitements variés et non limités a la MH contre les
troubles psychiatriques associés (psychoses, apathie, dépression, ...), cependant leurs effets

secondaires ne sont pas négligeables et la balance bénéfice/risque ne justifie leur usage qu’a
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des stades avancés de la pathologie, pour une posologie adaptée au cas par cas a chaque

patient-e (Saft et al 2023).

A l'inverse, des approches moins lourdes telles que les traitements a base de
cannabinoides, prometteuses pour leur tolérabilité et effets sur le phénotype moteur, se sont
avérées sans bénéfice significatif (Lopez-Senddn Moreno et al 2016). Pour traiter les
mouvements choréiques, des approches préliminaires de stimulation profonde du pallidum
ont montré des premiers signes bénéfiques mais sont actuellement toujours en cours de

caractérisation sur des cohortes plus importantes (Wojtecki et al 2015, Saft et al 2023).

Enfin, une prise en charge et un accompagnement non médicamenteux des patient-es,
tels que I'activité physique, des thérapies orthophoniques, des entrainements cognitifs ou des
soins psychosociaux permettent d’améliorer la confiance en eux des sujets atteints par la MH,
et de ralentir I'apparition des symptoOmes comportementaux (Saft et al 2023)

(Fig.12)(Introduction-lIl.2).
6.2. Thérapies géniques

La MH est causée par une expansion CAG instable dans le géne HTT et la production
d’ARNm et d’'une protéine HTTm qui en découlent, ce qui en fait des cibles thérapeutiques de
choix pour couper-court a leurs effets pathogéniques. Une stratégie majeure consiste a
diminuer I'expression de la HTT pour empécher I'expression de la mutation (Wang et al 2014,
Tabrizi et al 2019). Cependant bien qu’une diminution de 50% de la HTT non mutée paraisse
acceptable, les effets a long terme de telles approches chez des sujets Huntington restent
inconnus (Tabrizi et al 2022). Ainsi, il est important de chercher a cibler le plus tot et

spécifiguement le géne et les ARN messagers (ARNm) de la HTT mutée.

Différentes approches d’atténuation de la HTT (HTT-lowering) ont été développées
chez les modeéles murins et les cellules issues de patient-es. Garriga-Canut et coll. ont utilisé
des protéines en doigts de zinc pour cibler spécifiquement et réprimer les génes a longue
expansion de CAG. Les auteur-ices ont observé que I'injection virale de ces protéines dans le
striatum de modeéles murins de la MH permet une répression dose-dépendante de la HTTm,
réduit les agrégats et améliore le phénotype comportemental des animaux (Garriga-Canut et
al 2012). D’autres approches plus récentes utilisant la technologie CRISPR pour cibler le géne

HTT total ou uniquement l'allele muté confirment également I'effet bénéfique d’une telle
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atténuation de la HTT, tant chez les modéles murins que dans les cellules issues de patient-es
Huntington, ouvrant de nouvelles perspectives thérapeutiques (Yang et al 2017, Shin et al

2016, Xu et al 2017).

Egalement, de nombreuses études cherchent a cibler les ARNm de la HTT mutée. Le
principe d’interférence a I’ARN repose sur |'utilisation de séquences nucléotidiques congues
pour reconnaitre et se fixer spécifiqguement sur les ARNm de la HTT. Le complexe ainsi formé
ne pouvant étre transcrit, il sera dégradé ce qui empéche I'expression de la protéine mutée.
L'interférence des ARNm peut se faire par différents moyens : en administrant des ARN
interférants (ARNi) par injection stéréotaxique dans le striatum de modeles et patient-es de la
maladie, ou par administration intrathécale d’oligonucléotides antisens (ASO) (Tabrizi et al
2019). Différents essais cliniques basés sur ces approches sont actuellement en cours (Estevez-
Fraga et al 2024). Les essais précliniques d’administration d’ARNi par vecteur viral ont
confirmé la possibilité et la viabilité d’inhiber a long-terme la production d’HTT dans le
striatum de modeéles animaux de la MH (Evers et al 2018, Valles et al 2021), ouvrant la
perspective aux essais cliniques de phase I/l actuellement en cours chez les patient-es
Huntington sur I'’AMT130-UniQure (UniQure Biopharma 2023). Egalement, I’ARNi par
administration intrathécale d’ASO a donné lieu a plusieurs essais cliniques. Bien que les études
préliminaires chez les rongeurs se soient avérées bénéfiques, I'essai clinique d’administration
de I'ASO tominersen par lonis-Roche a été stoppé en phase Il car il ne présentait aucun
bénéfice voire une aggravation des symptomes (Schobel 2021). L'approche par ASO dans cet
essai n’étant pas spécifique de la forme non mutée de HTT, et I'administration requérant des
injections intra-thécales chroniques lourdes peuvent expliquer la toxicité observée dans cet
essai. Il reste donc nécessaire d’optimiser ce type d’approches thérapeutiques. Actuellement,
un nouvel essai du tominersen est en cours sur la cohorte de patient-es a des stades moins
avancés en vue de déterminer la tolérance et l'efficacité de I'’ASO (GENERATION HD2,
Hoffman-LaRoche 2024).

De facon générale, ces approches cherchent a limiter les effets de la HTTm mais ne
ciblent pas I’expansion CAG et son instabilité. Ainsi, si le modele en deux phases proposé par
le groupe de S.McCarroll s’avére vrai, ces approches pourraient étre insuffisantes, car elles ne
préviennent pas la phase silencieuse d’instabilité somatique qui conduit a la production d’une

protéine HTT mutée trés toxique (Introduction-1.1.2). Ainsi, de nouvelles pistes thérapeutiques
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cherchent a cibler les complexes de réparation de I’ADN (e.g. ASO ciblant I'enzyme MSH3,
développement de petites molécules) de maniere a limiter, voire a bloquer l'instabilité de

I’expansion CAG (QO’reilly et al 2023, Tabrizi et al 2022, lyer et Pluciennik 2021).
6.3. Thérapies cellulaires et pharmacologiques

Afin de pallier a la neurodégénérescence du striatum Huntington, des pistes de
thérapies cellulaires sont en cours d’étude. Il a notamment été démontré que I'implantation
de précurseurs neuronaux foetaux permettait de restaurer la connectivité et les fonctions
synaptiques dans le striatum de modéles animaux de la MH (Nicoleau et a/ 2011, Bjorklund et
Parmar 2020), de la méme maniere que les progéniteurs gliaux peuvent restaurer la
signalisation et le fonctionnement des astrocytes et oligodendrocytes (Benraiss et al 2016). A
I'image des essais cliniques basés sur des thérapies cellulaires en cours, de nouvelles
approches cherchent dorénavant a surmonter les limites techniques d’obtention de cellules
humaines non différenciées, et les problémes de rejet de greffons, par exemple via I'utilisation

d’iPSC (Bachoud-Lévy et al 2021, Tabrizi et al 2022, Estevez-Fraga et al 2024).

Des approches pharmacologiques sont également développées pour agir directement
sur les mécanismes biologiques dérégulés dans les cellules striatales. Notamment, des
traitements pharmacologiques permettent de diminuer les agrégats de HTTm, d’atténuer les
réponses inflammatoires ou encore de moduler la signalisation dopaminergique de maniéere a
limiter I'excitotoxité striatale (Tabrizi et al 2022). Récemment, Naia et coll. ont démontré
I'effet bénéfique de I'administration de pridopidine pour restaurer la signalisation calcique,
les altérations mitochondriales et les symptomes moteurs associés a la MH (Naia et al 2021),
conduisant la molécule actuellement en essai clinique de phase Ill (Proof-HD). Enfin, d’autres
molécules pharmacologiques ont été développées dans le but d’agir de facon précoce sur les
dérégulations épigénétiques associées a la MH mais ces pistes restent limitées notamment du

fait de leur toxicité et manque de spécificité (Introduction-I1.5)(Fig.12).

Bien que prometteuses, ces nouvelles pistes thérapeutiques sont encore actuellement
au stade d’étude et la priorité de la recherche actuelle tend a cibler 'instabilité somatique
pour empécher I'apparition d’une expansion supérieure au seuil toxique d’environ 150 CAG
(Introduction-1.1.2). Ainsi, il reste nécessaire de comprendre les mécanismes
physiopathologiques mis en place dans la MH, et plus particulierement ceux établis de

maniere précoce, avant la dérégulation biologique globale des MSN striataux.
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Altérations biologiques — striatum Huntington
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Fig. 12 Pistes thérapeutiques a la MH

Pour pallier aux dérégulations biologiques et comportementales associées a la MH, différentes pistes thérapeutiques sont en cours de
développement. Actuellement, la prise en charge des patient-es n’a qu’une visée de ralentissement des symptémes comportementaux
(cadres verts). D’autres pistes thérapeutiques (cadres rouges) cherchent a bloquer I'action de la HTTm directement au niveau de la mutation

génétique ou des composants biologiques dérégulés dans la MH (inspiré de Tabrizi et al 2022).
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ll. EPIGENETIQUE ET MALADIE DE HUNTINGTON

En 1942, le biologiste Conrad H. Waddington utilise pour la premiere fois le terme
« épigénétique » pour définir les mécanismes biologiques qui font le lien entre les génes
(génotype) et leur expression protéique (phénotype) (Waddington 1942). Bien que toutes les
cellules d’un organisme vivant partagent le méme héritage génétique, ces génes ne sont pas
exprimés de la méme maniére partout dans I'organisme, conférant a chaque type cellulaire
une identité et des fonctions propres. En 1957, Waddington établit le concept de profils
épigénétiques, qui dictent le devenir développemental des précurseurs cellulaires, et sont
ainsi a la base de la variété d’expression des genes dans les organismes complexes
(Waddington 1957). Ainsi, I'épigénétique est définie comme la discipline étudiant les
mécanismes qui controlent I'expression des génes et résultent en des modifications du

phénotype sans altérations de la séquence d’ADN (Berger et al 2009).

Les régulations épigénétiques comprennent différents types de mécanismes qui sont
impliqués lors du développement, dans le vieillissement, ou encore dans les conditions
requérant une adaptation des cellules (e.g apprentissage, plasticité cellulaire, pathologies).
Les mécanismes épigénétiques ont pour caractéristique d’étre dynamiques, ils peuvent étre
notamment modulés par I'expérience ou dans des conditions pathologiques, conduisant a des
changements d’expression des genes au cours de la vie et sous l'influence de nombreux

facteurs environnementaux (Lacal et Ventura 2018, Cavali et Heard 2019).

1. Mécanismes épigénétiques
1.1. Conformation de la chromatine

La structure en double-hélice constitue la conformation primaire de I’ADN, dans les
noyaux cellulaires elle est enroulée autour d’octameres d’histones, formant des nucléosomes.
Ces nucléosomes, par leur enroulement et compaction forment eux-mémes une
ultrastructure : la chromatine (Fig.13a). Le niveau de compaction de la chromatine permet de
la classer en deux états principaux, selon qu’elle soit décondensée et répartie dans I'ensemble
du noyauy, il s’agit de I'euchromatine ; tandis que I’hétérochromatine correspond a un état

compact (Felsenfeld 1978, Xu.J et Liu 2021).
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Avant méme la création du concept d’épigénétique, Muller et Altenburg ont observé
qgue la position d’'un gene sur I’ADN et son environnement déterminent son niveau
d’expression (Muller et Altenburg 1930). Plus globalement, il s’avére que le niveau de
compaction de la chromatine influence et module les mécanismes cellulaires impliquant I’ADN
tels que la transcription des génes, la réplication ou encore la réparation de ’ADN (Hansen et
Ausio 1992, Goldstein et al 2013). Notamment, I’euchromatine, via son état décondensé, rend
I’ADN accessible a la machinerie cellulaire responsable de la transcription (facteurs de
transcription et ARN polymérase), tandis que I’"hétérochromatine, par sa densité empéche

I’expression des genes (Fig.13b).

a. Niveaux de compaction de 'ADN

g "rﬁﬂ'l‘lnn.\
Chromosome Modification
post-traductionelle
’d’histone

Histones

Chromatine Double brin

d’ADN

b. Hétérochromatine Euchromatine

Répression
transcriptionnelle

Transcription
Expression des génes

Machinerie transcriptionelle
(RNA polymérase, facteurs
de transcription)

@ weéthylation de la séquence d’ADN . Vi O Modification d’histone « répressive » / « activatrice » )
Fig. 13 Etats de compaction de la chromatine
Dans le noyau, 'ADN est enroulé autour d’octameéres d’histones, formant les nucléosomes. La chromatine, formée de
nucléosomes successifs peut-étre ouverte, il s’agit de I’'euchromatine associée a la transcription. La chromatine condensée, ou
hétérochromatine, présente notamment dans la forme la plus condensée qu’est ’ADN empéche la fixation de la machinerie
cellulaire pour la transcription. D’apres l'illustration de National Human Genome Research Institute (www.genome.gov).
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De plus, 'euchromatine posséde une conformation tri-dimensionnelle particuliere,
définissant des territoires chromosomiques dans le noyau, qui assure un controle précis de
I'expression des génes. Ainsi, les domaines associés a la lamina (LADs) sont en contact avec la
membrane nucléaire et y attachent la chromatine tandis que les domaines topologiquement
associés (TADs) rapprochent physiquement de vastes régions du génome via un repliement
controlé de la chromatine, qui facilite les mécanismes de co-régulation. Au sein des TADs
existent des boucles chromatiniennes qui constituent 'unité minimale de régulation de
I'expression des génes. Celles-ci permettent de rapprocher les régions régulatrices situées a
distance des genes —régions enhancers- et de leur promoteur (Fig.14)(Pope et al 2014). La
formation des boucles chromatiniennes repose sur la présence et la fonction des protéines
CTCF et cohésine (Nora et al 2017, Rao et al 2017). CTCF est capable d’interagir avec des motifs
nucléotidiques présents le long de I’ADN. Cette fixation de CTCF sur ’ADN en position sens et
antisens est responsable d’un rapprochement des protéines et ainsi d’'un repliement de la
chromatine. La boucle ainsi formée est entourée par la protéine circulaire cohésine qui permet
le renforcement et le maintien a sa base de la boucle chromatinienne (Fig.14)(Rowley et
Corces 2018). Egalement, d’autres mécanismes peuvent moduler larchitecture tri-
dimensionnelle de la chromatine, tels que les processus de séparation de phase. De la méme
maniere qu’une goutte d’huile est immiscible dans I'eau, la condensation de la chromatine
dans le compartiment nucléaire -dépendante des propriétés physico-chimiques des
modifications d’histones et des protéines en interaction avec la chromatine- peut acquérir des
propriétés physiques qui vont impacter son niveau de compaction par séparation de phases
liquide-liquide ou liquide-solide (Hansen et al 2021, Shakya et al 2020, Ng et al 2022). Ainsi,
les régulations épigénétiques, en modulant la conformation tri-dimensionnelle et le niveau de
compaction de la chromatine, sont essentielles au controle dynamique de la transcription

dans les cellules (Hansen et al 2018, Pope et al 2014).
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Fig. 14 Conformation tridimensionnelle de la chromatine et domaines d’interactions

Selon les modifications épigénétiques présentes le long de la chromatine, celle-ci peut changer de conformation dans I’espace nucléaire,
rendant possible I'interaction entre des régions distantes sur la séquence nucléotidique. Les boucles de chromatine ainsi formées sont
intégrées dans les domaines topologiquement associés (TAD). Les domaines associés a la chromatine (LAD) permettent I'adhésion de la
chromatine a la membrane nucléaire, déterminant ainsi des territoires nucléaires associés a chaque chromosomes (Harabula et Pombo
2021). RNAPII: ARN polymérase I, TF: facteur de transcription

1.2. Méthylation de ’ADN

La méthylation de la séquence nucléotidique d’ADN constitue le mécanisme le plus
étudié et la modification épigénétique la plus stable (Moore et al 2013). Les enzymes ADN
méthyltransférases (DNMT) sont responsables de la méthylation de novo (DNMT3a et 3b) ou
de la maintenance des profils de méthylation de ’ADN (DNMT1). Ces enzymes catalysent le
groupement méthyl de la S-adenyl méthionine (SAM) vers le carbone 5 d’une cytosine. Dans
la plupart des cas, la 5méthyl-cytosine (5mC) ainsi formée est située a coté d’une base
guanine, ce qui fait des flots CpG -larges régions d’ADN enrichies en séquence
cytosine/guanine- les régions les plus méthylées de I'ADN (Moore et al 2013).
démeéthylation de I’ADN peut se faire de maniere passive, par perte de fonction de DNMT1
dans le maintien des niveaux de 5mC, ou de facon active par une succession de réactions
chimiques. Notamment, les enzymes TET (TET1, 2 et 3) peuvent utiliser la 5mC comme
substrat pour générer des formes alternatives de cytosines (e.g 5-hydroxy-méthyl-cytosine, 5-
formyl-cytosine, 5-carboxy-cytosine) qui seront ensuite reconnues et catalysées par la
Thymine-ADN-glycosylase et une enzyme de réparation de I’ADN par excision de base,

formant in fine une cytosine non modifiée (Bayraktar et Kreutz 2018) (Fig.15).
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Fig. 15 Mécanismes de dé/méthylation de ’ADN

La méthylation de novo des cytosines implique
I'enzyme DNMT3, puis DNMTI1 consolide cette
méthylation dans les itéts CpG (1). La déméthylation
consiste en des réactions successives impliquant les
enzymes TET, TDG et le mécanisme de réparation de
I’ADN par excision de base de maniére a générer une
cytosine dépourvue de groupement chimique
excédentaire (Bayraktar et Kreutz 2018).

C: cytosine, 5mC: 5-methyl-cytosine,

5hmC: 5-hydroxy-methyl-cytosine,
5fC:5-formyl-cytosine,

5caC:5-carboxy-cytosine,
TDG:Thymine-ADN-glycosylase,

BER:réparation par excision de base

Des études réalisées sur des cellules souches embryonnaires murines ont identifié que

dans le systeme nerveux central, la présence des DNMT varie selon les stades de

développement ce qui permet un contréle temporel de la différenciation cellulaire.

Notamment, I'expression séquentielle des DNMT contréle I'entrée en neuro- ou astro-genese

en modulant le niveau de méthylation de I’ADN du gene Gfap (Fan et al 2005, Nguyen et al

2007, Moore et al 2013). Dans le cerveau a I'adge adulte, le niveau d’expression des DNMT

varie selon les conditions. Des travaux indiquent que les niveaux d’ARNm et de protéine

DNMT3A sont transitoirement modulés (augmentés puis diminués) suite a une tache de

mémoire ou a la dépolarisation de neurones in vitro (Mitchnick et al 2015, Morris et

Monteggia 2014, Bayraktar et Kreutz 2018). Cela suggere ainsi le réle essentiel de la

dynamique d’expression des DNMT dans le systeme nerveux central, permettant le controle

de la méthylation de I’ADN et des fonctions neuronales associées.

Dans le cerveau, les profils de méthylation de I’ADN sont différents des autres tissus.

Notamment, pres de la moitié des cytosines méthylées dans les neurones sont présentes sur

des séquences non-CG (Lister et al 2013). De plus, I’'hydroxy méthylation des cytosines (5hmC),

qui peut recruter des régulateurs de transcription (Spruijt et al 2013), joue un rdle important

dans le contréle de I'expression des genes dans les neurones en développement et a I'age

adulte (Lister et al 2013, Kozlenkov et al 2018, Mellén et al 2012). Notamment, Marion-Poll et

coll. ont constaté que les profils de 5hmC dans les dMSN et iMSN du striatum murin

participent a la différence de recrutement des facteurs de transcription, et donc des

signatures transcriptionnelles, dans ces deux populations neuronales (Marion-Poll et al 2022).
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De plus, bien que la méthylation de I’ADN induise la répression transcriptionnelle, des travaux
ont pu démontrer que la présence de 5hmC est associée a I'euchromatine dans les neurones
de modeéles murins (Mellén et al 2012), suggérant un role spécifique de cette modification

épigénétique dans le systeme nerveux central.

La méthylation des cytosines, associée a I’hétérochromatinisation et a la répression
transcriptionnelle, agit de plusieurs manieres sur le contréle de la transcription. La présence
de groupements 5mC peut empécher la fixation de facteurs de transcription, tels que CTCF
qui ne se peut se fixer sur 'ADN méthylé, empéchant ainsi la formation de boucles
chromatiniennes et rendant inactives des régions enhancer (Bell et Felsenfeld 2000). D'autre
part, dans le cerveau la méthylation de I’ADN peut recruter la protéine MeCP2, responsable
d’activation ou de répression transcriptionnelle selon qu’elle recrute des facteurs de
transcription et I’ARN polymérase, ou des enzymes histones désacétylases suite a la détection

de 5hmC ou 5mC respectivement (Vuu et al 2023).

1.3. Modifications d’histone

1.3.1.Généralités

La modification post-traductionnelle des histones est un processus de régulation
épigénétique varié (de nombreux types de modifications et d’acides-aminés sont concernés)
qui influence I'état de compaction de la chromatine de maniére dynamique. Ce mécanisme
épigénétique est retrouvé dans les processus d’adaptation de I'ensemble du vivant, de la
réponse au stress des plantes, a la cancérogenése en passant par les mécanismes de plasticité

cérébrale des mammiferes (Zhao et al 2020, Yang et al 2022, Coda et Graff 2020).

Les nucléosomes sont constitués de 147 bases nucléotidiques enroulées autour d’un
octamere d’histone, composé de deux exemplaires de chaque histone H2A, H2B, H3 et H4
(Zhou et al 2019). Ces histones peuvent subir différentes modifications post-traductionnelles,
a l'origine du concept de « code histone » selon lequel chaque modification d’histone
constitue un langage moléculaire unique, qui en combinaison avec les autres modifications
avoisinantes, dicte la structure de la chromatine et I'expression des génes (Strahl et Allis 2000,
Jenuwein et Allis 2001). Par exemple, I'acétylation de la lysine 27 de I'histone 3 (H3K27ac)

possede des propriétés physico-chimiques qui vont favoriser I'ouverture de la chromatine,

38 | Introduction



tandis que la tri-méthylation de cette méme lysine (H3K27me3) tend a compacter la
chromatine et ainsi a favoriser la répression transcriptionnelle, ce qui amene a définir la
« activatrice » de

marque H3K27ac comme la transcription et H3K27me3 comme

« répressive ».

Si acétylation et méthylation des histones sont les modifications les plus étudiées et
parmi les plus abondantes, d’autres marques sont essentielles et continuent d’étre
découvertes. Notamment, phosphorylation, sumoylation, ubiquitinylation, butyrylation,
crotonylation, lactylation, glyscosylation et serotonylation comptent parmi les modifications
d’histones identifiées a ce jour (Chan et Maze 2020, Yang et al 2022) (Fig.16). Bien que dans
la majorité des cas, I'ajout de groupements se fasse sur une lysine, d’autres acides-aminés tels
gue des arginine, sérine, thréonine ou tyrosine peuvent présenter des modifications post-

traductionnelles (Yang et al 2022) (Fig.16).

Bu (Cri [Bu éﬁl:: ::'Iit
Pr) (Pr) (Pr) P . e
Mea ol R o SR >
Ao Bio) (Bio) La, e, BB (e i
' W e R A AocE - O Me| | e T L8
i = K Bc : = =7 = IMe - R (KRR K KA
v 1] [ K K v - 1% 12 f1 % -1 4
7 Su L = Moo igoRog WK~ n Me
Mo K L : A = Me| Mo
Y—P o ub KK R
3] Mo | 475 77
<R e | A
:v‘; . P I N!c- e Uh
| YK !
7 K T |'|R2 Bio) | Blo T e Mo (K
Ta (KPP S T Ma) 8 T
KFim 125 12 g0, gk i
CENP-A (H3 variant) (Fijia = @@ s s O
H4 H2ZA Xrag).,., H2A.X (H2A variant)
K P (P 1@ g3 Ael
: [ I { 136 (K
Mo :"?, 5 1 Ub 5
B ” Ma H3 H:B};, Mo Me
P ' ; 7 et )
= - T K Ao = Ac
K e 107 Kod T 122 I ™ K e
*a AL Me 15 118 120 ',"“-' 1-3-" “Kj
K oMo wg-ar Me| Mo
Me, K L E X PRRLT Me
Ac (Cit/La el e | Eha K
Bu /Me! A Mo A IsalPje 12 5—P = i3 =
Bu, M Ka " Ar Me, 57 Mo
P | Me o/ (Cht | Mo Ma! K37 J* 8 | = (Ae) (B[ (P
[ RIK Me! /Bi(iso K 3s Sk = o o KIDEL S | B
K' 17 1 ; RIK Pk Bi = 3 LIRS, 5 16 13 i = |
1a 3 9 8n 2 30 X WG upm o ® W :f ?;.t(,'
1. P Mo Mo " al
a2l AcCit) Me (Gt Mo Methyiation Bio Bistinyiation Pr | Propicnylation
10 " Ms| o) [Nle » K—{Blo = 5 A R
. ' \G : AC A SIJ Busgylatien U Butyrylatsosn
8 R P 'J = H3.3 (H3 variant) P Phosphorylation [fr| ADP-ribosylation
" I K '-'P Ub ublquitination |50 Isomerization
4 1T R Cit ‘cisrumnatian La | Lactyistion
LB

Fig. 16 Modifications post-traductionnelles d’histones

Vue d’ensemble des modifications post-traductionnelles d’histones. La liste est non exhaustive et de plus en plus
de nouvelles marques sont décrites. Chaque marque épigénétique caractérisée par le type de modification ainsi
que I'acide aminé concernés, a un effet particulier sur le niveau de condensation de la chromatine, formant ainsi
le code histone (Yang et al 2022).
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1.3.2.Acétylation des histones

L’acétylation des histones consiste en un ajout de groupement acétyl (-COCHs) sur la

gueue d’un résidu lysine des histones, résultant en un affaiblissement de I'interaction histone-

ADN et une décondensation de la chromatine. Les enzymes responsables sont des histones

acétyltransférases (HATs) qui utilisent I'acétyl coenzyme-A nucléaire (ACoA) comme substrat

(Alexander et al 2022). Les HATs sont nombreuses (17 Lysines acétyltransférases (KAT)) et

peuvent étre classées en différentes familles selon leurs homologies de séquences ou de

fonctions (Wapenaar et Dekker 2016, Marmorstein et Zhou 2014)(Fig.17).

Par exemple la famille GNAT
(pour Gen5-related-N-acetyltransferases)
comprend la KAT Gcn5 qui acétyle
spécifiguement les marques H3K9ac,
H3K18ac ou encore H3K14ac, et qui est
moins affine pour '’ACoA que les autres
KATs, suggérant une sensibilité accrue de
Gen5 aux niveaux d’ACoA cellulaires
(Albaugh et Denu 2021). D’autre part, la
famille des KAT CBP/p300, contenant la
protéine fixant CREB (CBP pour CREB
binding protein) et le facteur p300, peut
acétyler I'ensemble des 4 sous-types
d’histones, et notamment les lysines 18 et
27 de I'histone 3 (H3K18ac et H3K27ac).
Ces HATs CBP/p300 sont parmi les plus

Family Subtype Other names frequently used
Cytoplasmic KAT1 HAT1 .
HAT4 NAAGD
GNAT KAT2A  Gen5
KATZB PCAF
MYST KAT5  TIP60

KAT6A  MOZ MYST3

KAT6B  MORE MYST4

KAT7  HBO1, MYST2Z

KAT8  MOE MYST1
p300/CBP KAT3B  p300

KAT3A CBP
Transcription co-activators ~ KAT4 TAF1, TBP

KAT12  TIFIIIC90
Steroid receptor co-activators KAT13A SRC1

KAT13B 5CR3, AIB1, ACTR

KAT13C p600

KAT13D CLOCK

Fig. 17 Classification des enzymes Lysines Acétyl transférases
(KATs)

Les KATs peuvent se classifier en 2 familles, selon qu’elles soient
nucléaires ou cytoplasmiques. 5 classes existent selon les
homologies et différences de séquences et de fonctions
(Wappenaar et Dekker 2016).

étudiées et possédent des propriétés leur conférant la possibilité d’agir au-dela de la

décondensation de la chromatine par I'ajout d’'une marque d’acétylation. Notamment, elles

présentent de nombreux domaines d’interaction protéique, leur conférant la capacité

d’interagir avec des dizaines de protéines et de structurer I'architecture tri-dimensionnelle de

la chromatine. La présence de CBP/p300 a proximité du site de début de transcription des

génes (TSS) permet entre autres le recrutement de cofacteurs de la machinerie cellulaire de

la transcription tel que le complexe ARN polymérase Il (Lipinski et al 2019).
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La désacétylation des histones qui induit une compaction de la chromatine est
réalisées par les enzymes histones désacétylases (HDACs), qui sont au nombre de 18 chez
I’humain et s’organisent en 2 familles et 5 classes. Par comparaison aux autres HDACs, celles
de la classe Ill, nommées sirtuines, ont la particularité de requérir le NAD comme cofacteur

pour leur activation catalytique (Park et Kim 2020).

Globalement, I'acétylation des histones est un des mécanismes de modifications post-
traductionnelles les plus rapides et dynamiques (Kori et al 2017). Cela peut expliquer qu’elle
joue un réle dans de nombreux mécanismes biologique tels que la réplication, la transcription
ou encore la réparation de ’ADN (Choudhary et al 2009), et se retrouve impliquée dans de
nombreuses fonctions d’adaptation des neurones a leur environnement (Graff et Tsai 2013,

Sun et al 2013, Renthal et Nestler 2009, Park et al 2022, Coda et Graff 2020).

1.3.3.Méthylation des histones

La méthylation des histones consiste en un transfert d’'un ou plusieurs groupements
méthyls issus de SAM, vers la lysine ou l'arginine des histones H3 ou H4 par les lysine- ou
arginine- méthyltransférases (KMTs ou RMTs respectivement), tandis que les histones
déméthylases (HDMs) suppriment les marques de méthylation. Selon les acides aminés et
histones sur lesquels la méthylation est présente, celle-ci peut étre associée a de I'activation
ou de la répression transcriptionnelle. Par exemple, la présence de H3K4 tri-méthylé
(H3K4me3) dans le promoteur de génes, recrute des facteurs de transcription et empéche la
fixation de complexes protéiques répresseurs des désacétylases et de remodelage des
nucléosomes (e.g NuRD), ce qui attribue a la marque H3K4me3 des propriétés activatrices de
la transcription (Gong et al 2017, Yang et al 2022). A l'inverse, la méthylation de H3K9 ou
H3K27 induit le recrutement de protéines chromodomaines, telles que HP1 ou CBX, qui
modulent et renforce I'architecture chromatinienne sous forme d’hétérochromatine,
induisant une répression transcriptionnelle (Watanabe et al 2018, Guo et al 2021, Yang et al
2022). Particulierement, la fixation de HP1 sur la marque H3K9me3 induit la formation
d’hétérochromatine constitutive, une conformation de chromatine compacte, retrouvée de
facon comparable dans les différents types cellulaires de I'organisme, tandis que H3K27me3
participe a I'établissement d’hétérochromatine facultative dont la modulation est plus

dynamique (Saksouk et al 2015).
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Parmi la dizaine d’HDMs existantes, les enzymes UTX et JMJD3 (KDM6A et KDM6B)
déméthylent plus spécifiqguement H3K27me3 et contribuent ainsi a I'euchromatinisation et

I'activation transcriptionnelle (Black et al 2012).

La trentaine d’histone méthyltransférases connues sont classées en trois catégories,
selon qu’elles méthylent une lysine ou une arginine (classe | et Il vs classe Ill), et d’apres les
domaines protéiques qu’elles possedent (Black et al 2012). Parmi les KMT les plus étudiées, le
complexe répresseur polycomb 2 (PRC2), constitué de sous-unités enzymatiques (telles que
EED, EZH2, SUZ12) est responsable de la méthylation de H3K27. PRC2 joue un réle répresseur
de la chromatine en agissant en synergie avec le complexe PRC1 responsable de
I"'ubiquitinylation de H2AK119 (H2AK119ub). Selon le cofacteur protéique associé aux sous-
unités RNF-PCGF de PRC1, celui-ci peut étre divisé en une voie non-canonique -impliquant
RYBP- qui permet le recrutement de PRC2, et une voie canonique -impliquant CBX- qui permet
I’hétérochromatinisation de régions riches en H3K27me3. Particulierement, 'activité de la
voie non canonique de PRC1 induit le dépot de la marque H2AK119ub sur la chromatine, qui
est ensuite détectée par les sous-unités de PRC2 et permet une synthése locale de H3K27me3.
Puis, les sous-unités CBX de PRC1, ayant la propriété de lier la marque H3K27me3, permettent
dans un second temps de recruter la voie canonique de PRC1 et de condenser davantage la
chromatine par ajout de marque H2AK119ub et par leurs propriétés intrinséques de
séparation de phase (Fig.18) (Gao et al 2012, Laugesen et al 2019, Kim et Kingston 2022, Plys
et al 2019, Brown et al 2023). Ces mécanismes des groupements protéiques polycomb (PcG)

permettent ainsi la propagation de la répression chromatinienne sur une large région.

Egalement, les travaux de Kraft et coll. réalisés sur des cellules souches embryonnaires
de souris et des iPSC humaines démontrent que PRC2 posséde un réle propre sur
I'architecture chromatinienne. Les auteur-ices ont observé que l'altération de la fixation de
PRC2 a la chromatine, induite par la perte de fonction de la sous-unité EZH2 a fixer les ARN,
est responsable d’une modification de l'architecture des boucles chromatiniennes et une
atténuation de la diffusion de H3K27me3 sur de larges régions (Kraft et al 2022). De plus,
PRC1, via ses sous-unités CBX posséde des propriétés de séparation de phase, qui participent
a la modulation de I'architecture chromatinienne lors du recrutement des PcG (Plys et a/ 2019,
Guo et al 2021, Brown et al 2023). Enfin, ces mécanismes de répression de la chromatine sont

impliqués dans la réponse cellulaire suite a une lésion de I’ADN (Barbour et al 2020).
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Notamment, les travaux de Ismail et coll. ont permis de déterminer que dans les cellules
embryonnaires humaines, lors d’'un dommage a ’ADN, H2AK119ub est localement augmenté
suite au recrutement de PRC1 dépendant de sa sous-unité CBX4, un mécanisme nécessaire au

déclenchement des processus de réparation de I’ADN (Ismail et a/ 2010, Ismail et al 2012).
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pcGF = RNF il
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Q H3K27me3 Q H2AK119ub
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Fig. 18 Répression de la chromatine par les protéines du complexe polycomb (PRC1/PRC2)

Les enzymes du complexe polycomb sont responsables de la répression épigénétique de la chromatine par des mécanismes
successifs. PRC1, dépose la marque H2AK119ub, qui sera détectée par la sous-unité JARID2 de PRC2, puis la protéine EZH du
complexe PRC2 induit la méthylation de H3K27. Dans un dernier temps, H3K27me3 peut étre reconnu par CBX, induisant le
dépot d’'une marque supplémentaire H2AK119ub a proximité qui contribue a I'expansion de la répression chromatinienne.

H2AK119ub H2AK119ub H3K27me3

1.3.4.Dynamique des modifications post-traductionnelles d’histones

Que ce soit par leur dynamique de recrutement ou les fonctions et processus dans
lesquels elles sont impliquées, chaque marque d’histone présente des spécificités.
Notamment, les acétylations d’histone, bien que toutes associées a de [’activation
transcriptionnelle ne sont pas équivalentes. Par exemple, la marque H3K27ac est
particulierement enrichie au niveau des enhancers actifs des génes, y compris les « super-
enhancers » qui correspondent aux vastes régions controlant I'expression des génes d’identité
cellulaire (Hnisz et al 2013, Whyte et al 2013, Heinz et al 2015)(Introduction-11.2.1). En
revanche, H3K9ac est fortement enrichie au niveau des promoteurs actifs des genes, et
H4K16ac, impliquée dans les processus de sénescence, marque les régions télomériques d’une

facon dépendante de I’adge (Dang et al 2009) (Introductionll.2.2).

Les marques de méthylation présentent également des profils spécifiques des
différents stades de la différenciation et du cycle cellulaire. Dans les cellules souches

embryonnaires (CSE), de nombreux promoteurs présentent une signature épigénétique
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spécifique caractérisée par la présence

commune de la marque d’histone

activatrice H3K4me3 et Ila marque
répressive de la transcription H3K27me3.
Les génes présentant cette signature

épigénétique particuliere sont définis
comme bivalents. Cette bivalence induit un
faible niveau d’expression des genes mais
ils peuvent étre rapidement dé-réprimés
ou inhibés, par la perte de H3K27me3 ou de
H3K4me3 respectivement. Ce mécanisme
dynamique permet en particulier une
régulation fine de I'expression des genes

développementaux au cours des étapes de

Promoteur bivalent

Cellules souches
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b
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Fig. 19 Genes bivalents

Les genes bivalents présentent

les marques épigénétiques

H3K27me3 et H3K4me3 respectivement répressives et activatrices
de la transcription dans les cellules souches embryonnaires. Cette
bivalence rend la chromatine rapidement dé-réprimable lors de la
perte de H3K27me3, ce qui permet un contréle dynamique de
I'expression des genes impliqués dans la différenciation cellulaire
(Blanco et al 2020).

la différenciation cellulaire (Bernstein et al 2006, Voigt et al 2013)(Fig.19)(Introduction-11.2.1).

Egalement, I'expression dynamique de KMTs et KDMs au cours du cycle cellulaire est

responsable de I'établissement de profils de méthylation des histones propres a chaque phase

du cycle, permettant un controle précis de I'expression des génes (e.g présence de H3K27me3

limitée a la phase S)(Fig.20)(Black et al. 2012).
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Fig. 20 Dynamique de méthylation des histones au
cours du cycle cellulaire

L’expression des enzymes lysines méthyltransférases
(KMT) et déméthylases (KDM) varie au cours du cycle
cellulaire. Cela résulte en une fluctuation de présence
des modifications post-traductionnelles d’histones
selon les phases du cycle cellulaire. Par exemple,
H3K4me3 est relativement présente tout au long du
cycle tandis que la présence de H3K27me3 est limitée a
la phase S (Black et al 2012).
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Enfin, les modifications post-traductionnelles d’histones sont dépendantes de la
présence de substrats dans les noyaux cellulaires. Par exemple, la synthese et la présence
d’ACoA est nécessaire au fonctionnement des HATs. Notamment, les travaux ayant inhibé les
enzymes Acetyl-CoA synthétase (Acss2) et ATP-citrate lyase (Acly), de synthese d’ACoA
nucléaire chez des modeéles cellulaires et murins, ont observé une baisse d’acétylation des
histones (Wellen et al 2009, Mews et al 2017). Particulierement, Mews et coll. ont pu
déterminer que 'acétylation de H3K27ac et H3K9ac dans les neurones hippocampiques est
dépendante de Acss2, et est essentielle aux processus d’apprentissage et de mémoire (Mews
etal 2017, Alexander et al 2022). Ainsi, la présence de modifications d’histones et la régulation
de I'expression des genes et de leurs fonctions varient dépendamment du métabolisme

cellulaire et de la production de métabolites (Jo et al 2020, Etchegaray et Mostoslavsky 2016).
1.4. ARN non codants

Les petits ARN non codants ou micro ARN (miARN) sont impliqués dans la régulation
de I'expression des genes. Par un processus d’interférence en se fixant a d’autres séquences
nucléotidiques, les miARN peuvent se fixer a des ARN messagers, interagir avec les protéines
argonautes et recruter des complexes de dégradation pouvant in fine dégrader les ARNm et
affecter le mécanisme de traduction (Meister et al 2004). De plus, les miARN peuvent cibler la
chromatine et impacter son architecture notamment en induisant la méthylation des histones
(Volpe et al 2002). Enfin, des études ont démontré que la présence de petits ARN interférants
(siARN) peut déclencher le recrutement de facteurs protéiques impliqués dans I'inhibition du
complexe ARN polymérase Il (Guang et al 2010). Ces travaux indiquent que les petits ARN, en
interagissant avec les ARN et ADN, agissent au travers de mécanismes multiples (Holoch et

Moazed 2015)(Fig.21).

Les longs ARN non codants (IncARN) ont la capacité d’interagir avec les complexes
polycomb PRC2/PRC1, modulant ainsi le niveau de méthylation des histones, la conformation
de la chromatine et I'expression des genes (Yap et al 2010, Beltran et al 2016). lls régulent
également l'ultrastructure et la compartimentalisation de la chromatine, en interagissant avec
la protéine CTCF ou en modifiant son niveau d’expression (Kuang et Wang 2020, Isoda et al
2017). De plus, les IncARN peuvent agir au niveau transcriptionnel par le recrutement de I’ARN
polymérase Il (Li et al 2015), ou via leur implication dans les processus d’épissage des ARN en

entrant en compétition avec les ARN pré-messagers (Liang et al 2017). Plus globalement, les
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IncARN jouent un réle a I'échelle supra génomique, en modulant I'organisation de la
chromatine, les facteurs transcriptionnels ou encore I'export nucléaire (Herman et al 2022)

(Fig.21).
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Fig. 21 Fonctions nucléaires des ARN non codants

Les ARN non codants, miARN et IncARN, sont des éléments de régulation épigénétique possédant de nombreuses
fonctions nucléaires. Leur présence permet un contrbéle de la transcription a différents niveaux, du dépot des
modifications d’histones jusqu’a la dégradation des ARNm.

2. Role des régulations épigénétiques

Les mécanismes de régulation épigénétique sont variés (modifications de I’ADN, des
histones ou ARN non codants) et peuvent agir a différents niveaux, de la compaction et
compartimentalisation de la chromatine a la dégradation des ARNm en passant par le
recrutement de la machinerie transcriptionnelle. L'’ensemble de ces mécanismes ont pour
caractéristiques d’étre dynamiques et sensibles a I'environnement des cellules et de

I’organisme, et jouent un réle dans de nombreuses fonctions physiologiques.
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2.1. Différenciation cellulaire et développement

Confirmant l'intuition de Conrad Waddington en 1957, I'établissement de profils
épigénétiques est essentiel a I'acquisition d’une identité cellulaire. Un précurseur cellulaire
évolue vers une cellule différenciée par I'activation de genes propres a sa fonction et la
répression des genes d’identité d’autres types cellulaires, sous l'influence des régulations
épigénétiques. Ainsi, chaque cellule différenciée d’un organisme posseéde un profil
épigénétique qui lui est propre et qui détermine son identité cellulaire, lui permettant
d’assurer des fonctions cellulaires spécifiques via un contréle précis du programme
d’expression des génes (Waddington 1957, Bhattacharya et al 2011). Au cours de la
différenciation cellulaire, les cellules pluripotentes perdent I'expression de genes
développementaux et acquiérent un nouveau programme d’expression génique leur
conférant in fine une signature transcriptomique et un phénotype caractéristique d’un type
cellulaire donné. Par exemple, les cellules souches neurales qui au cours du processus de
différenciation cellulaire activent des génes spécifiqguement exprimés dans les neurones -tels
qgue des récepteurs aux neurotransmetteurs ou d’autres protéines exclusivement neuronales
(e.g Drd1, Drd2, NeuN)- acquierent une identité neuronale, tandis que si ces mémes
progéniteurs expriment par exemple des marqueurs astrocytaires ou oligodendrocytaires (e.g

Gfap, Olig2, MBP) ils génereront des cellules gliales (Fig.22) (Sullivan 2023).

Cette évolution du phénotype de cellules souches aux cellules différenciées est possible
par une reprogrammation épigénétique au cours de la différenciation cellulaire
(Fig.22)(Sullivan 2023). Les cellules progénitrices ont pour caractéristique de présenter une
forte acétylation et euchromatinisation des génes développementaux associés a leur
pluripotence, tandis que les génes d’identité des différents types cellulaires sont
hétérochromatinisés et méthylés (Fig.22)(Zhang.Y et al 2018, Sullivan 2023). Puis, a I'état
différencié, les genes développementaux deviennent réprimés par une condensation de la
chromatine (Xie et al 2013), tandis que les genes d’identité cellulaire sont dé-réprimés via un
mécanisme impliquant une déplétion de la marque répressive H3K27me3 et un

enrichissement en H3K27ac (Xie et al 2013, Hnisz et al 2013, Heinz et al 2015)(Fig.22).
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Fig. 22 Différenciation cellulaire et reprogrammation épigénétique
a. Au cours de la différenciation cellulaire, les cellules progénitrices acquiérent, sous I'influence des profils épigénétiques, une identité
cellulaire via I'expression de génes spécifiques attribuant les fonctions propres a chacun des types cellulaires (d’aprés Lu et al 2023).

b. L'acquisition de l'identité cellulaire au cours de la différenciation repose sur une reprogrammation épigénétique. Les genes
développementaux sont réprimés tandis que les genes d’identité cellulaire présentent une hétérochromatine responsable de leur

transcription (inspiré d’apres Sullivan 2023).
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Ainsi, a I'image des travaux de Dixon et coll. démontrant que la compartimentalisation
et la configuration tri-dimensionnelle de la chromatine sont différentes selon les lignées
cellulaires issues de cellules souches embryonnaires (Dixon et al 2015), de nombreux
mécanismes épigénétiques sont impliqués dans le contréle temporel de la différenciation
cellulaire (Atlasi et Stunnenberg 2017). Dans le développement cérébral, tout comme pour les
autres tissus, les mécanismes d’acétylation des histones sont nécessaires via leur role dans le
contréle de la prolifération des progéniteurs neuronaux, de I'expression des génes d’identité
ou encore les processus de migration et de synaptogenése (Tapias et Wang 2017). Egalement,
des travaux basés sur I'inhibition expérimentale des composants de PRC1 et PRC2, ont permis
de conclure que l'altération de ces complexes empéche la répression des genes de
pluripotence dans les cellules différenciées, ce qui démontre le réle essentiel des PcG et de la
méthylation des histones dans le contrdle de la différenciation cellulaire (Leeb et Wurtz 2007,
Pasini et al 2007, Endoh et al 2008, Leeb et al 2010, Loubiere et al 2019). De plus, la
méthylation dynamique de I’ADN est impliquée dans le contrdéle temporel de la différenciation
cellulaire (Xie et al 2013). Fan et coll. ont notamment démontré que I'enzyme DNMT1 est
essentielle pour I'inhibition des genes gliaux au profit des génes neuronaux lors de la

différenciation des cellules progénitrices neurales (Fan et al 2005, Moore et al 2013).

Une altération de ces mécanismes épigénétiques peut étre retrouvée dans de
nombreuses pathologies développementales (Park et al 2022). Par exemple, la mutation du
géne de la KAT6A, induisant un défaut d’acétylation de H3K9 et H3K18, est responsable chez
les patient-es de microcéphalies et de retards développementaux (Arboleda et al 2015), tout
comme le diagnostic du syndréme de retard mental et de brachydactylie corréle avec une
altération de I'enzyme HDAC4 (Williams et al 2010). Egalement, dans le syndrome de
Rubinstein-Taybi -une maladie développementale associée a une déficience intellectuelle-
une mutation de CBP ou p300 est responsable d’'un défaut du programme transcriptionnel
permettant la différenciation neuronale (Calzari et al 2020). De nombreuses pathologies
neurodéveloppementales reposent également sur des mutations dans les génes codants pour
les KMTs et KDMs, a l'image de la mutation de KDMG6B qui induit un délai
neurodéveloppemental corrélant notamment avec un retard des capacités motrices et de
parole (Stolerman et al 2019, Rots et al 2023). Enfin, les protéines se liant a ’'ADN méthylé

sont également impliquées dans la mise en place de pathologies développementales : MeCP2
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est muté dans plus de 95% des diagnostics de syndrome de Rett, une maladie associée a des
altérations du neurodéveloppement et de nombreux symptémes comportementaux

(Einspieler et Marschik 2019, Good et al 2021).
2.2. Horloge épigénétique et vieillissement

Les marques épigénétiques évoluent dans les organismes et cellules différenciées au
cours du vieillissement (Kane et Sinclair 2019). Notamment, la sénescence est associée a une
perte d’histones (Sen et al 2016) et implique certaines modifications post-traductionnelles
d’histones. En 2009 Dang et coll. mettent en évidence une perte des sirtuines (HDACs), et une
augmentation de H4K16ac qui correle avec I’dge ; tandis que I'inhibition de I’enzyme HAT Sas2,
responsable de H4Kl16ac chez des levures, permet de ralentir la sénescence et le
raccourcissement des télomeres (Dang et al 2009, Kozak et al 2010). Egalement, des travaux
ont mis en évidence que la conformation tri-dimensionnelle de la chromatine, via les lamines
et les LADs, est perturbée avec I'age, induisant une altération des fonctions cellulaires (Scaffidi

et Misteli 2006, Freund et al 2012, Cenni et al 2020).

En 2013, S. Horvath analyse le niveau de méthylation de 'ADN de différents tissus au
cours de la vie, d’échantillons pré-nataux a des tissus centenaires, et développe la premiére
horloge épigénétique. Il s’agit d’'une méthode permettant d’estimer I'age de tissus d’aprés le
profil de méthylation de I’ADN sur plus de 350 sites CpG : plus ces genes sont méthylés, plus
les tissus sont agés (Horvath 2013). Différents modeéles d’horloge épigénétique basés sur la
méthylation de I’ADN ont été développés et ont permis d’établir que les niveaux de
méthylation de ces sites CpG sont en partie héréditaires, permettent de prédire le risque de
mortalité des sujets, et sont communs a de nombreux mammiferes (Marioni et al 2015,
Petkovich et al 2017, Horvath et Raj 2018, AT.Lu et al 2023). En 2020, Lu et coll. administrent
un cocktail de facteurs de transcription embryonnaires -les facteurs de Yamanaka : Oct4, Sox2,
KIf4- a des neurones agés et observent une amélioration des fonctions neuronales, associées
a un «rajeunissement » des profils épigénétiques, de facon dépendante des ADN
déméthylases TETs. Cette étude suggére donc un lien direct entre la méthylation de I’ADN, le
vieillissement et la perte de fonction des tissus (Lu.Y et al. 2020). L'étude des profils de
méthylation CpG a permis d’identifier que les sites les plus sensibles au vieillissement, dont
I’expression des genes augmente avec I'age, sont des régions reconnues par PRC2, a proximité

de génes impliqués dans les processus développementaux (AT.Lu et al 2023).
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Le vieillissement est caractérisé par I'accumulation de dommages a ’ADN (Madabhushi
et al 2014, Schumacher et al 2021), notamment l'induction de cassures double-brins suffit a
induire un phénotype de sénescence dans le foie murin (White et al 2015). Les travaux réalisés
au début des années 2000, sur des levures et cellules eucaryotes, ont permis d’identifier que
les enzymes histones désacétylases Sir et SIRT qui répriment la transcription et stabilisent les
séquences d’ADN, sont relocalisées sur le génome de maniere a corriger les cassures d’ADN
associées au vieillissement (Kennedy et al 1995, Imai et al 2000, Oberdoerffer et al 2008). En
2023 JH.Yang et coll. ont utilisé un modele murin basé sur I'induction de cassures d’ADN pour
déterminer les processus épigénétiques associés au vieillissement. A I'aide de ce modéle, ils
démontrent notamment que les marques H3K27ac et H3K56ac associées a de I'activation
transcriptionnelle sont enrichies, tandis que la marque répressive H3K27me3 est déplétée, au
niveau des genes développementaux dans les fibroblastes des animaux. Ainsi, les génes
développementaux sont dé-réprimés dans les cellules différenciées au cours du vieillissement.
Tandis que les genes liés a la réponse au stress, impliqués dans le maintien de ’homéostasie
cellulaire, sont déplétés en acétylation et réprimés avec I'dge. De plus, les auteur-ices ont
observé que cette signature biologique associée au vieillissement pouvait étre corrigée par
I’administration aux animaux de facteurs de Yamanaka (JH.Yang et al 2023). Le vieillissement
cellulaire, induit par des lésions de I’ADN, est donc responsable d’une reprogrammation
épigénétique -impliquant notamment H3K27ac et H3K27me3- et conduisant a une perte
progressive de I'identité et a un dysfonctionnement des cellules, que les auteur-ices nomment

exdifférenciation cellulaire (Fig.23).

A l'image de cette étude, avec le vieillissement les profils épigénétiques de H3K27me3
sont largement modulés dans les cellules hépatiques murines et humaines. N.Yang et coll. ont
notamment observé une augmentation globale de H3K27me3 sur de larges régions (broad
domains) avec I’dge. Cependant, localement des génes associés au développement neuronal
(e.g. Hox, Neurogl, Sox2) sont déplétées en H3K27me3 et présentent une euchromatine,

renforcant les observations JH.Yang et coll. (N.Yang et al 2023b).

Ainsi, face a ces constats, Lu, Tian et Sinclair proposent la théorie de l'information du
vieillissement (pour Information Theory of Aging) selon laquelle les altérations cellulaires
induites avec l'age provoquent une érosion de linformation épigénétique et

transcriptionnelle. Au cours du vieillissement, en réponse notamment aux dommages de
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I’ADN, les modulateurs épigénétiques sont transloqués le long de la chromatine ce qui a pour
conséquence de modifier les signatures épigénétiques et transcriptionnelles, a I'image de la
relocalisation des HDAC SIRT (Oberdoerffer et al 2008) et de I’euchromatinisation de génes
développementaux (YR.Lu et al 2023, JH.Yang et al 2023, N.Yang et al 2023b). Avec le temps,
les régulateurs épigénétiques perdent progressivement leur capacité a retourner a leur
localisation initiale, ce qui provoque une altération durable des profils épigénétiques et induit

une exdifférenciation cellulaire (YR.Lu et al 2023) (Fig.23).
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Fig. 23 Vieillissement et ex-différenciation cellulaire

Au cours de la différenciation cellulaire, les génes d’identité s’expriment et les génes développementaux et cibles de PRC2 deviennent
réprimés par une signature épigénétique distincte qui dicte une identité cellulaire définie et précise. Avec le vieillissement, les signatures
épigénétiques tendent a étre modifiées, rendant la chromatine des génes développementaux plus accessibles. Cette érosion des profils
épigénétiques induit ainsi une perte de I'identité cellulaire a I'origine d’un état exdifférencié des cellules (d’apreés Lu et al 2023).

2.3. Plasticité et apprentissage

Du fait de leur propriété dynamique et sensible a I'’environnement, les régulations
épigénétiques sont essentielles au fonctionnement du systéme nerveux central et aux
mécanismes cellulaires impliqués dans I'adaptation comportementale tels que la plasticité
cérébrale et I'apprentissage (Campbell et Wood 2019, Coda et Graff 2020, Azrate-mejia et
Mansuy 2023).
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En 2001, Swank et Sweat ont observé que I'apprentissage d’un nouveau go(t induit
I'activation bi-phasique de KATs suite a I'activation des kinases ERK/MAPK dans le cortex
insulaire, suggérant que l'activité neuronale dans cette tache induit une reprogrammation
épigénétique partielle et un changement des signatures transcriptionnelles (Swank et Sweat
2001). D’autres travaux ont permis de déterminer que les enzymes responsables des
modifications post-traductionnelles d’histones (e.g. CBP, HDAC4, HDAC2) ainsi que les
marques épigénétiques associées, présentent une modulation dans le cortex et I’hippocampe
a la suite de I'activation neuronale, qui est nécessaire aux capacités d’apprentissage et de
mémorisation (Levenson et al 2004, Sando et al 2012, Guan et al 2009, Miller et al 2008,
Alarcén et al 2004, Zovkic et al 2014). Egalement, a I'image des travaux de Lubin et coll.
déterminant que lI'apprentissage dans une tache de conditionnement de peur induit une
démeéthylation de I’ADN sur le gene codant pour le BDNF, de facon dépendante de I'activation
du récepteur NMDA (Lubin et al 2008), de nombreuses études ont pu mettre en évidence que
les profils de méthylation de I’ADN sont rapidement modifiés dans le cerveau adulte suite a

I’activation neuronale (Miller et Sweatt 2007, Miller et a/ 2010, Halder et al 2016).

La capacité d’apprentissage et de mémoire repose sur I'existence d’engrammes, les
substrats cellulaires de la mémoire caractérisés comme un ensemble de neurones
interconnectés qui sont activés de facon commune lors d’un apprentissage, dont I'activation
simultanée renforce la connexion synaptique et permet I'établissement d’'une mémoire a
long-terme (Josselyn et al 2017, Liu et al 2012, Roy et al 2016). Durant les 10 derniéeres années,
un développement technologique important a permis d’étudier spécifiguement les neurones
de I'engramme. Ainsi, I'utilisation de constructions génétiques permettant de marquer puis
d’isoler des cellules exprimant des génes précoces immeédiats (e.g. Fos, Arc), couplée a I'essor
des approches épigénétiques et de séquencage du génome entier, ont permis de décrypter
davantage les processus épigénétiques impliqués dans les mécanismes de mémoire (DeNardo

et Luo 2017, Yap et Greenberg 2018, Fuentes-Ramos et al 2021).

Les données de la littérature démontrent que suite a leur activation, les neurones de
I'engramme subissent un amorgage épigénétique (epigenetic priming) (Graff et Tsai 2013,
Burns et Graff 2021, Azrate-mejia et Mansuy 2023). En réponse a un stimulus et a I'activation
neuronale, certaines régions génomiques deviennent plus accessibles et le restent apres

I'arrét du stimulus (Marco et al 2020, Fernandez-Albert et al 2019, Su et al 2017). Ce
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mécanisme d’euchromatinisation permet qu’une activation neuronale subséquente induise
une réponse transcriptionnelle accélérée et plus importante, ce qui facilite ainsi la
signalisation cellulaire et la réactivation des neurones, qui fonctionnellement peut se traduire
par un renforcement synaptique entre les neurones de I'engramme et des capacités
mnésiques (Azrate-mejia et Mansuy 2023, Campbell et Wood 2019). Notamment, Marco et
coll. ont pu caractériser que les neurones Arc-positifs impliqués dans une tache de mémoire
présentent une remodulation tri-dimensionnelle de la chromatine responsable d’une
euchromatinisation de régions enhancers, a I'origine de nouvelles interactions promoteurs-
enhancers suite a la tdche d’acquisition. Dans un second temps, cet amorcage épigénétique
permet, au moment du rappel, I'établissement d’un profil transcriptomique différent dans les
neurones de I'engramme, favorisant notamment la traduction protéique dans le
compartiment synaptique (Marco et al 2020). Quant a eux, Fernandez-Albert et coll. ont
identifié I'enrichissement durable du facteur de transcription AP1 sur la chromatine suite a
I'activation neuronale, ainsi que la création de nouvelles boucles chromatiniennes

(Fernandez-Albert et al 2019).

L'expression des génes de plasticité et de mémoire s’avére, a travers I'amorcage
épigénétique, dépendante de l'acétylation des histones. En effet, CBP est essentielle a
I’acétylation des histones nécessaire aux processus mnésiques (Lipinski et al 2022), tandis que
la désacétylation excessive des histones est délétere pour la mémoire et I'apprentissage, et
I'inhibition des HDACs permet de restaurer les capacités cognitives (Coda et Graff 2024). En
2022, Alexander et coll. ont mis en évidence le réle de I"ACoA dans les mécanismes
épigénétiques d’apprentissage. Le knock-out de I'enzyme de synthése d’ACoA -Accs2- par
technologie CRISPR, est responsable d’'une baisse d’acétylation des histones, et permet de
réduire I'anxiété et la mémoire de peur liée au contexte de modeles murins sans altérer le
comportement basal des animaux (Alexander et al 2022). L'ensemble de ces études tendent
ainsi a définir I'acétylation des histones comme un support mnésique dynamique et

nécessaire.

D’autres facteurs épigénétiques jouent également un réle dans les mécanismes de
plasticité. Par exemple, I'inhibition expérimentale des enzymes DNMT dans les neurones
excitateurs du cerveau antérieur induit une altération de la plasticité synaptique et des

performances mnésiques (Feng et al 2010), tandis que la protéine MeCP2 liant ’ADN méthylé
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est impliquée dans la modulation de la synaptogenése hippocampique et les taches cognitives
(Li et al 2011). Les données de la littérature indiquent donc un réle de la méthylation de I’ADN

dans les mécanismes de plasticité et d’apprentissage.

3. Technologies pour I'étude des signatures épigénétiques
3.1. Généralités

Les régulations épigénétiques étant variées (méthylation de I’ADN, modifications
d’histones, conformation de I’ADN, ARN non codants), de nombreuses techniques et
protocoles ont été -et continuent d’étre- développés pour la caractérisation des signatures
épigénétiques en condition physiologique et pathologique. Durant les 15 derniéres années, le
passage d’un séquencgage microarray a des technologies de séquencage next generation plus
sensibles, spécifiques et rapides a rendu possible un séquencage complet du génome. Ces
développements constituent une révolution technologique qui a permis des avancées
majeures dans le domaine de I'épigénétique. En effet, les techniques actuelles décryptant les
signatures épigénétiques reposent sur une étape finale de séquencgage, permettant de définir
I’état de la régulation épigénétique étudiée sur I'ensemble du génome, et favorisant ainsi
I'identification de signatures précises, sans a priori sur les genes et régions génomiques

concernées.

Selon les questions biologiques, les protocoles utilisés sont variés (Li 2021, Fuentes-
Ramos et al 2021)(Fig.24). Par exemple, I'étude des ARN non codants est rendue possible par
un séquencage et des analyses bioinformatiques ciblant spécifiqguement les ARN non
messagers, tels que les IncARN, miARN, les ARN mitochondriaux ou en encore les ARN

ribosomaux (Li 2021).

Egalement, le niveau de compaction de la chromatine et sa configuration tri-
dimensionnelle peuvent étre étudiés par différentes approches. Les techniques de DNAse-,
MNase- ou ATAC-seq qui consistent en I'application de complexes protéiques capables de se
fixer et ligaturer spécifiquement les régions ouvertes de la chromatine, suivies d’un
séquencage des fragments ainsi générés, permettent la caractérisation de I'euchromatine le
long du génome (Klemm et al 2019). Enfin, les approches de capture de la conformation de

chromatine (e.g. 3C, 4C, Hi-C, ...), qui reposent sur une fixation des interactions protéiques et
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des boucles chromatiniennes, permettent le séquencage des régions génomiques qui
interagissent entre elles, et informent ainsi sur la conformation tri-dimensionnelle et les

interactions entre les différentes régions de la chromatine (McCord et al 2020).

Intelractircl)ns a d.is’fa nce -Histone's. et ChiP-seq
Boucles chromatiniennes |nter:-3f:t|ons CUT&Tag
3 proteiques
HiC-seq
4C-seq

Accessibilité de la
chromatine

ATAC-seq

DNAse-seq

ARN non-codants \-\ 5/ _
RNA-seq ; ¢ 5 . :

SN m S Méthylation de I'ADN
MeDIPseq

BS-seq

Mnase-seq

Fig. 24 Protocoles pour I’étude de I'épigénome

Selon les modifications d’histones étudiées, différentes techniques peuvent étre utilisées, couplées a des protocoles de
séquencage nouvelle génération pour établir leur profil sur I'ensemble du génome, sans a priori (d’aprés Fuentos-Ramos
et al 2021). BS: bisulfite

Comme c'est le cas pour les protocoles de MeDIP (pour Methyl-DNA
immunoprecipitation) et MDP (pour Methyl-CpG binding domain), les profils de méthylation
de I'ADN peuvent étre étudiés par immunoprécipitation puis séquencage des régions
présentant des cytosines méthylées (Singer 2019). Cependant ces approches ne permettent
pas d’avoir une résolution de chaque cytosine individuellement, et requiérent des adaptations
techniques et bio-informatiques selon la densité de CpG dans les régions étudiées (Laird
2010). Ainsi, d’autres protocoles reposent sur un séquencage a la suite du traitement de ’ADN
par le bisulfite de sodium. Ce protocole, historiquement le premier développé pour I'étude de
la méthylation, repose sur le fait qu’en présence de bisulfite, les cytosines non méthylées sont
converties en uraciles, ainsi le séquencage permet d’identifier précisément quelles bases

nucléotidiques sont méthylées (Laird 2010).

Enfin, les modifications d’histones et les interactions de protéines (e.g facteurs de
transcription) avec la chromatine sont étudiées par des protocoles basés sur
I'immunoprécipitation des modifications post-traductionnelles d’histones ou des protéines

d’intérét, suivie d’un séquencgage de I’ADN présentant ses marqueurs épigénétiques.
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Ces techniques permettant la caractérisation des modifications d’histones ayant été
utilisées et optimisées au laboratoire au cours des travaux de thése, celles-ci sont

spécifiquement détaillées dans le paragraphe suivant.
3.2. Caractérisation des marques d’histone

L'étude des marques d’histones présentes dans la chromatine peut se faire de
différentes manieres, allant de la technique de Western Blot a un screening des marques
d’histones par analyse protéomique (e.g. spectrométrie de masse) (El Kennani et al 2018).
Cependant, ces approches ne sont pas informatives sur la localisation des marques le long du
génome, ainsi d’autres techniques pouvant étre couplées a un séguencage complet du

génome sont utilisées pour répondre a ces questions.

La technique d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) permet une
caractérisation sur I'ensemble du génome du niveau de présence (qualitatif et quantitatif)
d’'une marque d’histone ou d’un facteur transcriptionnel d’intérét (Park 2009). Dans la
technique de ChIP, les tissus étudiés sont préalablement incubés avec du formaldéhyde, ce
qui permet la fixation et la stabilisation des protéines, dont notamment celles en contact avec
les histones. Aprés des étapes de purification de la chromatine, celle-ci est fractionnée par
sonication de maniere a isoler des petits fragments de chromatine. Un anticorps ciblant la
marque d’histone d’intérét puis des billes d’'immunoprécipitation sont incubées de maniere a
isoler le complexe ADN-histone présentant la marque d’intérét-anticorps. L’ADN ainsi isolé est
ensuite purifié et peut étre étudié par PCR, pour déterminer le niveau de présence de la

marque d’histone sur un locus précis, ou par un séquencage complet du génome (Fig.25a).

Récemment, I'équipe de S. Henikoff a mis au point une approche épigénomique
alternative au ChlP. Le CUT&Tag, pour « Clivage Under Targets and Tagmentation », est une
approche dérivée de I'’ATACseq, qui repose sur une coupure enzymatique de I’ADN par
I’enzyme transposase Tn5. Par comparaison a I’ATACseq ou la coupure de I’ADN se fait sur les
régions ouvertes de la chromatine, le protocole de CUT&Tag repose sur une coupure de la
chromatine spécifiquement a proximité des histones présentant la marque d’intérét. Dans ce
protocole, la chromatine isolée des tissus est directement incubée avec un anticorps primaire
puis secondaire ciblant la marque d’histone étudiée. Une protéine de fusion, constituée d’une
protéine A et d’'une transposase Tn5 est ensuite incubée de maniere a ce qu’elle fixe, par sa

fonction protéine A, le complexe ADN-histone-anticorps primaire et secondaire. Puis,
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I’activation de la fonction transposase de la protéine de fusion permet une ligature précise de
I’ADN autour de I'histone sur lequel s’est fixé le complexe d’anticorps. Au moment de la
coupure, des séquences nucléotidiques adaptatrices sont intégrées aux extrémités des
fragments d’ADN. Ainsi, apres purification de I’ADN, seuls les fragments ayant été transposés
et présentant les amorces vont étre amplifiés par PCR puis séquencés (Fig.25b)(Kaya-Okur et

al 2019, Kaya-Okur et al 2020).

a. ChlP b. CUT&Tag

Chromatine présentant la marque d’intérét

<>} Sonication 1

* . {coupure aléatoire de I'ADN)

Immunoprécipitation Coupure par la transposase

Bille d'immunoprécipitation o

c

i

1 \ 4
_—. ADN marqué (tagmentation)
% ADN immunoprécipité présentant les adaptateurs
/ \ v
PCR Séquencage de ’ADN Amplification par PCR
(genes cibles) (génome entier) puis Séquencage

Fig. 25 Protocoles de ChIP et CUT&Tag

a. Le protocole de ChIP repose sur I'immunoprécipitation de la chromatine présentant la marque d’intérét apres
sonication et coupure aléatoire de ’ADN

b. Le CUT&Tag consiste en la coupure précise de 'ADN présentant la marque épigénétique d’intérét par la transposase.
La coupure par la Tn5 ajoute des adaptateurs aux extrémités des fragments d’ADN, permettant leur amplification sélective
par PCR puis séquengage.

Ainsi, le ChIP et le CUT&Tag different par leur méthode de fragmentation de I’ADN. Le
ChIP repose sur une sonication donnant lieu a la formation de fragments de chromatine de
taille variable et relativement longue, en comparaison avec les fragments obtenus par
CUT&Tag, ou la Tn5 coupe précisément autour des nucléosomes présentant la marque
épigénétique étudiée. Cette ligation plus précise de I’ADN et I'ajout d’adaptateurs aux
extrémités des séquences -permettant de ne séquencer que les fragments présentant les

marques d’intérét- dans I'approche de CUT&Tag, permet d’améliorer le ratio signal/bruit, et
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ainsi diminuer la profondeur de séquencgage des échantillons pour obtenir une information
similaire a celle du ChIP. De fait, I'approche par CUT&Tag est moins colteuse, plus rapide et
nécessite moins de tissus que le ChIP, ouvrant ainsi de nouvelles perspectives technologiques
(e.g. CUT&Tag sur cellules triées voire uniques). Cependant, bien que de premiéeres études
démontrent la possibilité d’utiliser le CUT&Tag pour déterminer les sites et niveaux de fixation
de facteurs de transcription (Kaya-Okur et al 2019, Bartosovic et al 2021), I'absence de fixation
forte des échantillons au formaldéhyde est limitante et empéche, a I'heure actuelle, d’étudier
la fixation de protéine n’ayant qu’une faible interaction avec I’ADN. De plus, malgré les
avantages d’une coupure précise de I’ADN par la Tn5, cette approche ne permet pas d’étudier
les signatures épigénétiques qui se répartissent sur de larges domaines génomiques (N.Yang

et al 2023b).

Dans le cas d’un séquencage de I’ADN post ChIP (ChIPseq) ou CUT&Tag, différentes
étapes d’analyses bio-informatiques sont nécessaires a I'exploitation et a I'interprétation des
données. Les fragments d’ADN séquencés (reads) sont tout d’abord alignés sur le génome de
maniere a déterminer a quelle région chaque fragment correspond (alignement des reads). Le
profil de distribution des reads permet ensuite de définir ou non la présence d’'un « peak »,
qui se traduit par la présence a un locus donné de la marque d’histone ou du facteur
transcriptionnel étudié (annotation des peaks). Enfin, les régions dans lesquelles se trouvent
les peaks sont caractérisées de maniére a définir a proximité de quels genes ils se situent et si
ceux-ci ont des fonctions particulieres (analyses fonctionnelles), ou encore si les marques sont
présentes sur des séquences de I’ADN contenant des motifs nucléotidiques précis (analyses

motifs)(Fig.26)(Nakato et Sakata 2021).
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Fig. 26 Analyses bioinformatiques post-ChIPseq/CUT&Tag

Apres séquencage de I’ADN présentant la marque d’intérét, les fragments séquencés (reads) sont alignés sur le génome pour
définir, via le taux d’enrichissement des peaks, le niveau de présence de la marque épigénétique étudiée. Des analyses des motifs
nucléotidiques ou des fonctions associées aux genes enrichis en peaks peuvent étre réalisées pour définir le role biologique de la

marque d’intérét (inspiré d’aprés Nakato et Sakata 2021).

3.3. Perspectives des approches épigénomiques

Pendant de nombreuses années, les analyses épigénomiques et transcriptomiques ont

été réalisées sur des tissus entiers, notamment a cause de limites techniques ne permettant

pas d’appliquer les méthodes développées sur de petites populations cellulaires d’une part,

et par la difficulté de séparer ces populations d’autre part. Cependant, a l'image des avancées

technologiques réalisées en transcriptomique, 'émergence continue de nouvelles techniques

permet d’améliorer la résolution cellulaire et spatiale des approches -omiques. Concernant la
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MH, depuis les 5 dernieres années, différentes approches ont permis de caractériser le
striatum Huntington de fagon cellule-spécifique, voire sur cellules uniques. Lee et coll. ont
caractérisé le transcriptome striatal de modeles murins et de tissus provenant de patient-es
atteint-es de la MH par le séquencage de cellules uniques (snRNAseq) et de types cellulaires
définis par une approche de TRAPseq (Lee et al 2020), tandis que d’autres études ont définies
les profils cellulaires striataux par séquencage d’ARN aprés microdissection LASER des types
cellulaires (Merienne et al 2019), ou aprés la séparation des noyaux cellulaires triés selon la

présence de protéines marqueurs (Matlik et al 2024).

Au niveau épigénétique, bien que des études aient réussi a effectuer des approches
d’ATACseq et de ChlPseq sur des noyaux de populations cellulaires triés par fluorescence
(FANS)(Bai et al 2015, Dong et al 2015, Finegersh et Homanics 2016, Alcala-Vida et al 2021b),
I’émergence de nouvelles technologies comme le CUT&Tag permet des études plus compléetes
et précises. Notamment, des laboratoires travaillent actuellement a développer des
approches de CUT&Tag sur des cellules uniques ou par approches histologiques sur des
tranches de cerveaux de maniere a améliorer encore la sensibilité et résolution des études et
a les cumuler avec des techniques de séquencage des ARN, ouvrant la voie a de nouvelles

guestions scientifiques (Bartosovic et al 2021, Deng et al 2022, Zhang et al 2023).

4. Altérations épigénétiques dans la maladie de Huntington

La maladie de Huntington est caractérisée par des altérations transcriptionnelles
responsables notamment d’'une baisse d’expression des genes d’identité des neurones
(Introduction-1.4.4). Bien que le mécanisme par lequel la mutation de HTT induit ces
dérégulations demeure inconnu, les données de la littérature montrent que les régulations
épigénétiques sont modifiées dans la MH suggérant leur réle dans la physiopathologie de la

maladie (Francelle et al 2017, Alcala-Vida et al 2021a, Hyeon et al 2021)(Fig.27).
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Fig. 27 Altérations épigénétiques dans la maladie de Huntington

Les cultures cellulaires exprimant la HTTm ou le striatum de modeles murins et de patient-es de la MH témoignent d’altérations
épigénétiques nombreuses et variées. Principalement, ces dérégulations sont responsables d’une perte d’identité des neurones
striataux, d’une baisse de la survie et des fonctions neuronales, et suggerent un vieillissement accéléré des cellules du striatum
Huntington. La couleur orange représente la direction que prennent les marques épigénétiques en condition Huntington. Les
annotations en italique gras indiquent le phénotype résultant de ces dérégulations.

4.1. Modifications post-traductionnelles des histones

4.1.1.Acétylation des histones

Les études initiales de ChIPseq ont montré des changements d’acétylation des histones
H3K9ac, H3K14ac, H3K27ac et H4K12ac limités dans les tissus cérébraux du modele murin

N171-82Qde la MH, ne corrélant pas avec les altérations transcriptionnelles (Valor et al 2013).

Cependant, les études plus récentes dont notamment celles de I’équipe d’accueil ont
montré par des analyses de ChIPseq que le striatum de modeéles murins de la MH -souris R6/1-
présente une déplétion en H3K27ac au niveau des régions enhancers qui controlent I'identité
des MSNs striataux (régions super-enhancers)(Achour et al 2015, Alcala-Vida et al 2021b).
Cette diminution d’acétylation s’accompagne d’une baisse du recrutement de I'ARN
polymérase Il et d’une diminution des ARNm cibles (Achour et al 2015). De plus, I'analyse des

boucles chromatiniennes par 4Cseq a permis de déterminer que la conformation spatiale de
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la chromatine est altérée au niveau de certains genes de l'identité striatale, comme par
exemple Pdel0a, un géne fortement dérégulé dans le striatum Huntington (Alcala-Vida et al
2021b). Enfin, les données ChlPseq générées a partir de cerveaux post-mortem suggérent que
ce mécanisme est conservé chez les patient-es (Merienne et al 2019). Ainsi, ces résultats
indiquent que la baisse d’expression des genes d’identité dans les neurones striataux affectés

par la mutation Huntington implique une perte d’acétylation des histones.

En 2021, une caractérisation épigénétique par ChlPseq réalisée par I'équipe d’accueil
sur le striatum de modele KI Q140 a différents stades de la pathologie (a 2 et 6 mois) suggére
qgue la mutation de HTT induit une accélération de la dérégulation épigénétique et
transcriptionnelle au niveau des génes de l'identité cellulaire. Dans cette étude, des données
ChiPseq ciblant H3K27ac et H3K27me3 ont été générées a partir de tissu striatal, puis
intégrées a des données permettant de distinguer les enhancers neuronaux et gliaux. Les
résultats montrent que la déplétion en H3K27ac au niveau des génes d’identité des neurones
striataux est progressive et commence dés les stades prodromaux chez les souris Huntington
(Alcala-Vida et al 2021b). Cependant, cette étude intégrative réalisée sur du striatum entier
ne permet de différencier clairement la signature épigénétique des neurones et des cellules

gliales.

4.1.2.Méthylation des histones

Les méthylations d’histones sont également impactées dans la MH. En 2013,
Vashishtha et coll. caractérisent la marque transcriptionnellement active H3K4me3 a partir de
tissus cérébraux de souris R6/2. lls observent une diminution de H3K4me3 au niveau des
promoteurs des genes d’identité neuronale dans le striatum des modéles murins, qui correle
avec une baisse de transcription de ces genes. Ces résultats indiquent que H3K4me3, comme
H3K27ac, est impliqué dans la perte d’identité des neurones striataux (Vashishtha et al 2013,
Achour et al 2015). De plus, I'inhibition de Jaridlc -enzyme déméthylase de H3K4me3-
améliore le phénotype de modeles drosophiles Huntington et permet de restaurer
I'expression de génes protecteurs et d’identité cellulaire, suggérant que la déplétion de
H3K4me3 est impliquée dans les processus physiopathologiques de la MH (Vashishtha et al
2013). La caractérisation de H3K4me3 dans des neurones corticaux post-mortem de sujets
Huntington, isolés par FANS, a également permis de montrer I'implication de cette marque

dans le contréle des génes associés au développement neuronal et a la neurodégénérescence
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(Bai et al 2015, Dong et al 2015). Enfin, Smith-Geater et coll. ont identifié, qu’a I'image de
OCT4, les génes enrichis en H3K4me3 et hyper-exprimés dans les neurones en culture issus
d’iPSC de patient-es, assurent des fonctions liées au développement et au contréle du cycle
cellulaire, témoignant d’un défaut de différenciation cellulaire en présence de HTTm (Smith-

Geater et al 2020).

En 2017, Lee et coll. ont également constaté que dans le striatum de souris R6/2, la
marque H3K9me3 -associée a I’hétérochromatine constitutive- est anormalement élevée a
proximité des genes immédiats précoces essentiels a I'activation neuronale (e.g. Egrl, Fos,
Arc) (Lee et al 2017), suggérant un réle de la dérégulation épigénétique dans les défauts de

plasticité cérébrale retrouvés dans la MH.
4.1.3.Etiologie

Les mécanismes sous-jacents a ces dérégulations épigénétiques restent actuellement
mal connus bien que plusieurs hypothéses aient été avancées (Francelle et al 2017, Alcala-
Vida et al 2021a). Par exemple, le défaut d’acétylation des histones pourrait reposer en partie
sur la capacité des agrégats de HTTm a interagir et séquestrer la protéine histone
acétyltransférase CBP (Nucifora et al 2001, Steffan et al 2000). Des études ont notamment
montré que l'administration de HTTm a des cultures primaires de neurones induit une
dégradation de CBP, accompagnée d’une hypo-acétylation des histones et d’une toxicité
cellulaire (Cong et al 2005, Jiang et al 2006). Cependant, la formation des agrégats de HTTm
apparaissant étre un processus temporellement postérieur aux dérégulations épigénétiques,
et CBP n’étant pas I'HAT responsable de toutes les modifications d’histones dérégulées dans
le striatum Huntington, cette hypothése ne semble pas, a elle seule, suffire a expliquer

I'ensemble des dérégulations épigénétiques observées dans la MH.

De plus, comme suggéré plus tot (Introduction-11.1.3.4), le métabolisme énergétique
est directement relié aux régulations épigénétiques. Notamment I'acétylation des histones est
en grande partie dépendante de la production d’ACoA (Etchegaray et Mostoslavsky 2016, Jo
et al 2020). Or, la HTTm étant a la base de nombreuses dysfonctions mitochondriales, il est
envisageable que les déficits métaboliques puissent étre en partie responsables des atteintes

épigénétiques et transcriptionnelles dans la MH (Xu.S et al 2021).
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Egalement, la protéine HTT est capable d’interagir avec le complexe polycomb PRC2,
responsable du dépdét de la marque H3K27me3 (Seong et al 2010, Biagioli et al 2015), ce qui
suggere que PRC2 puisse étre un élément clé de la dérégulation épigénétique associée a la
MH (Alcala-Vida et al 2021a). De plus, I'inhibition de PRC2 dans les MSNs de souris sauvages
induit une signature transcriptionnelle comparable a celles observées dans le striatum
Huntington, a savoir une répression spécifique de geénes de lidentité striatale (Von
Schimmelmann et al 2016). L'inhibition de PRC2 dans I’étude de Von Schimmelmann et coll.
correle avec l'apparition de troubles moteurs comparables a ceux observés en condition
Huntington, ce qui suggére gu’une perte de fonction de PRC2 serait impliquée dans la
physiopathologie de la MH. Enfin, a I'image des travaux de Viré et coll. démontrant que la
sous-unité EZH2 de PRC2 peut recruter des enzymes DNMT, ou de ceux de Van der Vlag et
Otte indiquant que EED interagit avec des HDACSs, le role de PRC2 n’est pas limité au controle
de la marque d’histone H3K27me3, mais peut également influencer le niveau de méthylation
de I’ADN et d’acétylation des histones (Viré et al 2006, Schlesinger et al 2007, Van der Vlag et
Otte 1999).

4.2. Méthylation de ’ADN

En 2013, Ng et coll. ont montré que les neurones striataux en culture exprimant la
HTTm -STHdhQ111- présentent des changements locaux de méthylation de I'ADN qui
correlent avec la transcription. Particulierement, plus de 80% des dérégulations de CpG sont
retrouvées dans des régions faiblement méthylées, impliquées dans la réponse a I'activité
neuronale, ce qui suggere que la dérégulation de la méthylation de 'ADN contribue au
dysfonctionnement des neurones striataux dans la MH (Ng et al 2013). De plus, les profils de
méthylation de I’ADN a certains loci (e.g. PEX14, GRIK4, COX412) sont directement corrélés
aux symptémes moteurs chez les patient-es et modeles Huntington (Lu.A.T et al 2020). En
2016, Pan et coll. démontrent que l'inhibition expérimentale de DNMTs dans des neurones
corticaux et striataux murins exprimant la mutation de HTT, permet de réduire la toxicité de
la HTTm et restaure I'expression du facteur neurotrophique BDNF. De plus, les analyses en
gRT-PCR du striatum de souris R6/2 ayant recu une administration d’inhibiteur des DNMTs,
démontrent que le traitement permet de restaurer I'expression des genes d’identité des
neurones striataux tels que Drd2 et Ppplrlrb (Pan et al 2016). Ces données confirment

I'importance de la méthylation de ’ADN dans la dérégulation transcriptionnelle Huntington.
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Par ailleurs, les travaux menés par Horvath et coll. montrent qu’il existe une
accélération de I'horloge épigénétique d’en moyenne 3 ans, dans différentes régions
cérébrales des patient-es atteint-es de la MH (e.g. cortex pariétal et frontal). Ces modifications
de méthylation de ’ADN sont inversement corrélées a la taille de I’expansion CAG indiquant
un lien direct entre la taille de I'expansion et le vieillissement épigénétique (Horvath et al

2016).

Enfin, les fibroblastes issus de sujets atteints de la MH présentent une inhibition de
certains genes impliqués dans la réparation de ’ADN. L’hypo-méthylation expérimentale de
ces génes par administration de 5-azacytidine permet de restaurer leur expression et de
stabiliser I'expansion CAG. Ainsi, la méthylation de CpG, notamment via une hyper-
méthylation des genes de réparation de ’ADN dans la MH, pourrait étre impliquée dans le

controle de I'instabilité somatique de la mutation de HTT (Mollica et al 2016).
4.3. ARN non codants

Langfelder et coll. ont observé une dérégulation transcriptomique des miARN dans le
striatum de modeles Kl de la MH, corrélant avec la taille de la mutation et I’dge des animaux
(Langfelder et al 2018). A partir des années 2010, de nombreuses études ont cherché a
caractériser le role de I'expression de certains miARN dans la physiopathologie de la MH
(Ghafouri-Fard et al 2022). Par exemple, Chang et coll. ont démontré que la baisse du
microARN-302 (MiR302) dans les modeles cellulaires de la maladie est impliquée dans la
formation et la cytotoxicité des agrégats de HTTm ainsi que dans la sensibilisation des
fonctions mitochondriales (Chang et al 2021). De plus, MiR124 est sous-exprimé dans le
striatum Huntington. Or son role dans la neurogenése et le fait que sa ré-expression
expérimentale chez des modeles de la MH ralentisse les symptémes moteurs et augmente la
synthése de BDNF et d’autres protéines impliquées dans la différenciation et la survie
cellulaire, suggerent que ces miARN sont impliqués dans la dérégulation des fonctions

biologiques dans la maladie de Huntington (Liu et al 2015).

Les IncARN sont également impliqués dans la physiopathologie (Tan et al 2021).
Notamment, I'expression de I’ARN non codant TUNA diminue dans le striatum au cours de la
progression de la MH (Hodges et al 2006, Lin et al 2014). Or I'inhibition expérimentale de
TUNA inhibe la différenciation neuronale et induit I'apparition de déficits locomoteurs chez

des modeles zebrafish, suggérant un role de la dérégulation de cet ARN non codant dans la
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mise en place des symptomes transcriptionnels et comportementaux dans le MH (Lin et a/
2014). A l'inverse, le IncARN NEAT1 est surexprimé dans le cerveau de patient-es et modeles
de Huntington, de facon dépendante de la HTTm. NEAT1, probablement via son implication
dans le contréle des systemes de réparation de I’ADN (Taiana et al 2020), y joue ainsi un role

protecteur en diminuant la toxicité induite par la mutation de HTT (Cheng et al 2018).

En 2017, LeGras et coll. étudient le profil des ARN non codants issus de régions
enhancers (eARN) dans le striatum de modéles murins de la MH. Les eARN ont pour propriété
d’influencer la conformation de la chromatine et de contréler I'expression des genes qu’ils
ciblent. L’analyse réalisée sur le striatum de souris transgéniques R6/1 montre que les eARN
dont I'expression est diminuée proviennent de super-enhancer régulant les genes d’identité
des MSN, tandis que les eARN qui contrélent I'expression de génes développementaux ou
associés a la prolifération de cellules souches sont augmentés (LeGras et al 2017). Ces résultats
suggerent que la dérégulation des eARN est impliquée dans les mécanismes épigénétiques et
transcriptionnels responsables de la perte d’identité et de fonction des MSNs du striatum

Huntington.

5. Pistes thérapeutiques par la modulation épigénétique dans la MH

L'implication de la dérégulation épigénétique dans le processus physiopathologique de la
MH a pu étre mise en évidence par des approches expérimentales visant a moduler les
régulations épigénétiques afin de contrer ou aggraver les symptémes. Ainsi, ces travaux ont

conduit au développement de plusieurs pistes thérapeutiques (Valor 2015).
5.1. Inhibition des HDACs

L'acétylation des histones étant perturbée et impliguée dans la dérégulation
transcriptionnelle et comportementale de la MH, de nombreuses études ont évalué les effets
de l'administration d’inhibiteurs de HDAC (HDACi) sur différents modeles Huntington
(Francelle et al 2017, Alcala-Vida et al 2021a). L’application des HDACi -acide suberoylanilide
hydroxamique (SAHA) ou butyrate de sodium- dans des cellules exprimant la HTTm permet de
compenser la désacétylation de H3 et H4 et se traduit dans les modeles drosophiles de la MH

par un ralentissement de la mort neuronale et une baisse de la |étalité (Steffan et al 2001).
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A I'image de la capacité du SAHA a traverser la barriere hématoencéphalique et restaurer
les capacités motrices et les niveaux d’acétylation des histones dans le cerveau de souris R6/2
(Hockly et al 2003), plusieurs travaux effectués sur des modeles murins de la MH ont confirmé
le role bénéfique des HDACIi. Notamment les modéles R6/2 traités avec du butyrate de sodium
présentent un gain de poids, une amélioration des performances motrices et de la
phosphorylation oxydative chez les modeéles R6/2 (Ferrante et al 2003), tandis que le
phénylbutyrate induit une restauration des profils transcriptomiques des génes associés au
systeme ubiquitine-protéasome et corrige I'expression excessive des caspases apoptotiques
dans le striatum de souris N171-82Q (Gardian et al 2005). Egalement, les inhibiteurs de HDAC3
restaurent I’expression du gene d’identité striatale Ppp1rlb codant pour la protéine Darpp-32
chez les souris R6/2 (Jia et al 2012), et I'HDACi LBH589 préserve les propriétés de
différenciation des neurones Huntington in vitro et in vivo (Siebzehnribl et al 2018),
suggérant |'efficacité de ces approches pour restaurer l'identité des MSNs, bien qu’aucune
étude épigénomique n’ait validé I'effet d’un traitement par HDACi sur I'acétylation des super-

enhancers neuronaux.

Des constructions génétiques ont également été employées pour étudier I'effet des
Knock-Out de HDACs dans les modeles murins Huntington, cependant les effets bénéfiques
paraissent moins clairs par ces approches, et les améliorations du phénotype Huntington
varient selon les études et les HDACs ciblées (Bobrowska et al 2011, Moumné et al 2012,
Mielcarek et al 2013, Ragot et al 2015, Bryant et al 2017, Kovalenko et al 2020). Par exemple,
les travaux de Mielcarek et coll. démontrent que le KO de HDAC4 chez les modéles R6/2 et
HdhQ150 permet d’atténuer la formation d’agrégats de HTTm, la perte de fonction des
synapses cortico-striatales et les altérations motrices, cependant ces effets ne corrélent pas

avec le sauvetage des signatures transcriptionnelles de la MH (Mielcarek et al 2013).

Les approches modulant les HDACs ont également longtemps été étudiées car ces
enzymes sont impliquées dans le contréle d’expression de genes liés a la réparation de I’ADN
et l'instabilité de I'expansion CAG (Williams et al 2020) et pourraient permettre entre autres
de ralentir le déclin cognitif associé a la pathologie (Burns et Graff 2021). Cependant, bien que,
chez la souris, I'inhibition des HDACs ait des effets bénéfiques sur certains phénotypes de la
MH, I'impact translationnel de ces approches reste limité. En effet, les inhibiteurs de HDACs

sont relativement toxiques et peu spécifiques (Mielcarek et al 2015). De plus, I'administration
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de HDACI peut présenter des effets transgénérationnels via leur réle dans la méthylation de
I’ADN (Jia et al 2015). Ainsi, a I’heure actuelle ces approches thérapeutiques ne sont pas

privilégiées, les essais cliniques n’ayant pas dépassé la phase Il (PHEND-HD 2012).
5.2. Autres approches et perspectives

Une stratégie alternative aux HDACi consiste a augmenter I'acétylation des histones en
stimulant I'activation des enzymes acétyltransférases. Dans le contexte de lésions du systéeme
nerveux et des pathologies neurodégénératives, |'utilisation de CSPTTK-21, un activateur
pharmacologique de CBP/p300, montre des bénéfices. Son administration dans un modele de
Iésion de la moelle épiniere permet de promouvoir la régénération axonale et la plasticité
neuronale (Hutson et al 2019), tandis que les travaux de Chatterjee et coll. ont montré par des
approches de ChlPseq et RNAseq que CSPTTK-21 permet de restaurer I'acétylation de H2B
dans I’hippocampe de souris tauopathiques modéles de la maladie d’Alzheimer, améliorant in
fine la plasticité synaptique et les capacités de mémoire spatiale des animaux (Chatterjee et
al 2018). Des travaux de I'équipe d’accueil indiquent des effets bénéfiques de CSPTTK-21 chez

un modeéle murin Huntington (Lotz-Tavernier 2019).

Enfin, des travaux réalisés dans les années 2000 ont montré au travers d’analyses par
Western Blot, que I'administration de I’antibiotique mythramycine a des souris R6/2 modifie
I’équilibre d’acétylation/méthylation de H3K9, ce qui permet une déplétion de H3K9me3, la
restauration de I'expression des genes impliqués dans la survie neuronale et une amélioration
des performances motrices de souris Huntington (Ferrante et al 2004, Stack et al 2007). Plus
récemment, Lee et coll. ont démontré que I'administration de nogalamycine, un antibiotique
capable d’interagir avec la chromatine (Ganguli et al 1983), restaure les profils de H3K9me3
dans les MSNs, diminue la formation d’inclusions nucléaires de HTTm et ralentit I'apparition

de symptémes moteurs de modeles murins Huntington (Lee et al 2017).

L’'ensemble de ces approches, bien que présentant des bénéfices sur les modeles murins,
ne restaurent le phénotype que de maniére partielle et ne permettent pas de corriger
complétement les pertes d’acétylation et d’expression des genes de l'identité striatale. De
plus, ces approches présentent une toxicité et des effets secondaires non négligeables. Ainsi,
il reste nécessaire de mieux comprendre les mécanismes qui sous-tendent la dérégulation
épigénétique associée a la MH afin de développer des épi-thérapies efficaces et ciblées. Les

mécanismes épigénétiques étant dynamiques et sensibles aux modifications
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environnementales, |'exploitation des mécanismes épigénétiques induits par un
enrichissement de I’environnement pourrait constituer une base pour développer de

nouvelles stratégies d’épi-thérapies.
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lll. ENRICHISSEMENT ENVIRONNEMENTAL

1. Définition et généralités
1.1. Exposome et facteurs de risques

Au cours de leur vie, les organismes vivants sont exposés a une multitude de facteurs
environnementaux tels que des facteurs biologiques (virus, microbiote, inflammation),
physico-chimiques (pesticides, pollution, radiations), liés au mode de vie (tabac, alcool,
rythme circadien et exposition aux écrans, régime alimentaire, activité physique) ou encore
au contexte social (relations et pressions sociales, crises économiques, politiques ou
climatiques). En 2005, Christopher Wild propose le terme d’«exposome» pour se référer a
I’ensemble des facteurs internes, externes et liés au mode de vie auxquels les organismes sont
exposés tout au long de la vie (Wild 2005)(Fig.28). Depuis I'établissement de ce concept, des
travaux a I'image de celui du consortium EXPOsOMICS cherchent a caractériser |'exposome
des individus et a faire le lien avec le diagnostic et I'épidémiologie de pathologies dont la cause
n‘est pas exclusivement génétique (e.g cancers, pathologies cardio-vasculaires, maladie

d’Alzheimer) (Wild 2012, Vineis et al 2017, Rappaport et Smith 2010, Lloyd et al 2024).

Des composantes de I'exposome peuvent perturber le fonctionnement physiologique
de l'organisme et ainsi constituer des facteurs de risques ou préventifs pour certaines
pathologies (Chin-Chan et al 2015, Riggs et al 2018, Gubert et al 2020, Liu.J et al 2023). Par
exemple, des facteurs chimiques externes comme les plastiques ou des pesticides peuvent
altérer les fonctions du systeme nerveux central (Nabi et Tabassum 2022). L’exposition
prénatale au bisphénol A perturbe les systemes de dégradation des protéines et réduit la
prolifération des cellules souches neurales dans I'hippocampe (Singh et al 2023), tandis que
I’exposition de rats modéles de la maladie d’Alzheimer (MA) a des pesticides est responsable
d’une accélération de la neurodégénérescence et des symptémes cognitifs associés (Voorhees

et al 2019).

Chez les sujets humains, le contexte psycho-social occupe également une part
importante de I'exposome. Il est évident que I'environnement social et psychologique de
patient-es est corrélé au diagnostic des pathologies psychiatriques, comme pour le syndrome

d’épuisement professionnel (burn-out) ou la dépression. Le stress chronique constitue
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également un élément important de I'exposome et un facteur de risque pour une variété de
maladies comme les pathologies cardio-vasculaires, ou encore les maladies
neurodégénératives (Osborne et al 2020, Caruso et al 2018). Des études suggérent
notamment qu’un stress chronique et la production excessive de glucocorticoides associée
alterent les fonctions gliales et synaptiques, et augmentent la production des biomarqueurs

de la MA (Vyas et al 2016, Caruso et al 2018, Dolotov et al 2022).

En complément du contexte psycho-social, le mode de vie peut plus globalement
constituer un facteur environnemental ayant une forte influence sur le fonctionnement
physiologique des organismes. Par exemple, une altération du rythme circadien module la
production hormonale, la prise alimentaire et les fonctions métaboliques, augmentant le
risque d’obésité (Chaput et al 2023), tandis qu’une perturbation des séquences de sommeil
constitue un facteur de risques pour le développement de démences telles que la maladie

d’Alzheimer (Shi et al 2018).
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Fig. 28 Exposome
Les facteurs externes, internes et liés au mode de vie constituent I'exposome et influencent
I’état biologique des sujets (Tamiz et al 2022).
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Ainsi, ces exemples illustrent le fait que I’'exposome -qu’il soit interne, externe ou lié
au mode de vie- a un effet direct sur la constitution biologique et le fonctionnement
physiologique des organismes (Fig.28). Tout un pan de la recherche travaille a définir le role
joué par chaque facteur environnemental en vue de faire évoluer les modes de vie et diminuer
les conduites et expositions a risque. A I'inverse, ce constat des effets de I'exposome sur la
santé a également permis I’émergence de travaux cherchant a promouvoir I'exposition a des

facteurs environnementaux bénéfiques, par un enrichissement environnemental.
1.2. Enrichissement environnemental

Chez les sujets humains, I'enrichissement environnemental (EE) se traduit par une
modification des modes de vie. Qu’il prenne en compte une amélioration de I’environnement
de vie (e.g. diminuer l'usage et I'exposition aux polluants), I'implémentation de nouvelles
meeurs (e.g. diminuer les comportements sédentaires au profit de I'activité physique) ou un
accompagnement psycho-social (e.g. diminuer les interactions néfastes avec le personnel
soignant), I'EE permet de réguler les fonctions biologiques, compenser certaines
prédispositions, et ralentir le développement de pathologies (Yang.N et al 2023a, Wang et al

2022, Papadimitriou et al 2020, Kohler et al 2020).

Chez les modeles animaux de laboratoire, I'EE a dans un premier temps été développé
pour des raisons éthiques de bien-étre animal, de reproductibilité et de consistance des
résultats scientifiques (Smith et Corrow 2005). Rapidement, les conditions d’hébergement
d’animaux sains ou modeles de pathologies ont été modulées pour déterminer le potentiel
thérapeutique de I'EE et les mécanismes biologiques sous-jacents. Notamment, Lores-Arnaiz
et coll. en 2007 ont observé que I’hébergement de rats en environnement enrichi améliore les
performances cognitives des animaux et module I'activité enzymatique mitochondriale
suggérant un lien entre EE, métabolisme et cognition (Lores-Arnaiz et al 2007). Egalement, Liu
et coll. ont défini un effet anti-tumoral de I'EE chez des souris modeles de cancer. Plus
précisément, les auteur-ices ont décrypté les mécanismes moléculaires responsables des
effets bénéfiques de I'EE, impliquant I'activation du systeme nerveux sympathique et la
signalisation des récepteurs adrénergiques B (Liu et al 2021). Ainsi, I’établissement d’un design
expérimental basé sur I'EE permet la compréhension des mécanismes pathogéniques et la

mise en évidence de nouvelles pistes thérapeutiques (Bayne 2018).
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Cependant, tout comme les conditions d’hébergement des animaux en animalerie ne
sont pas strictement similaires entre chaque étude (nombre d’animaux par cage, luminosité,
ambiance sonore, différents matériels de nidification), la définition de I'EE n’est pas constante
dans la littérature. Certains travaux nomment EE la mise a disposition de matériel
d’enrichissement (tunnels, roues) (Renoir et al 2013), d’autres considerent également
I’augmentation de la taille du groupe social mais chaque étude utilise un nombre variable
d’animaux par cage enrichie, ou d’autres études encore considerent |’exposition a un EE en
soumettant les rongeurs a une course sur tapis roulant durant 1 heure, 3 fois par semaine
(Cadlwell et al 2020). Ainsi, pour pallier a cette variabilité des protocoles et des conclusions
scientifiques associées, des modeéles standardisés d’EE émergent depuis les dix dernieres

années (Fares et al 2012, Balietti et Conti 2022).

2. Effets bénéfiques de I’enrichissement environnemental sur les maladies

neurodégénératives

2.1. EE et maladies neurodégénératives

De nombreuses études ont cherché a utiliser I'EE comme facteur pouvant moduler la
mise en place des symptémes de maladies neurodégénératives. L'activité physique (AP) est
décrite pour ses nombreux effets biologiques (Sujkowski et al 2022). Chez les rongeurs de
laboratoire ou les sujets humains, I’AP module le métabolisme en favorisant la biogénése
mitochondriale et la production d’enzymes anti-oxydantes (Wright et al 2007, Azizbeigi et al
2014), ce qui suggere un effet protecteur dans les pathologies neurodégénératives ou le
métabolisme énergétique périphérique et central est drastiquement altéré (Islam 2017). La
méta-analyse réalisée par Dauwan et coll. chez des sujets atteints de maladies
neurodégénératives et de démences (Alzheimer, Huntington, Parkinson, schizophrénie),
confirme cette hypothése des effets bénéfiques de I’AP sur la qualité de vie et les symptomes
cognitifs et de dépression des patient-es (Dauwan et a/ 2021). De plus, les études effectuées
sur des modeles murins confirment cette observation et permettent de décrypter les
mécanismes biologiques sous-jacents. Notamment, Zhang et coll. ont constaté que
I’exposition réguliere de modeles murins de la MA a une course sur tapis roulant permet de

réduire significativement le dépoét de plaques amyloides dans I’hippocampe, en suggérant un
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réle du métabolisme du cholestérol dans cet effet (Zhang et al 2019). Tandis que d’autres
approches similaires démontrent que I'EE restaure la production du facteur neurotrophique
BDNF et la potentialisation a long terme dans I’'hippocampe de souris modeles de la MA,
améliorant in fine les performances d’apprentissage et de mémoire des animaux (Liu et al
2011). Ainsi, ces études illustrent les effets bénéfiques pouvant étre attribués a I'activité
physique, capable de moduler les signatures pathogéniques et les symptomes

comportementaux associés aux maladies neurodégénératives (Sujkowski et al 2022).

L’enrichissement environnemental, n‘impliquant pas d’activité physique particuliere
présente également des effets bénéfiques sur le systéme nerveux et les pathologies associées.
L'EE a long terme modifie les signatures biologiques cérébrales et le comportement des
rongeurs. Notamment, apres hébergement en milieu enrichi, des souris présentent une
neurogenése accrue dans le gyrus denté, corrélant avec une augmentation du volume
hippocampique, de I'expression de génes impliqués dans la plasticité synaptique, et une
amélioration des performances cognitives, des comportements exploratoires, et une
diminution de I'anxiété (Huttenrauch et al 2016, Mohd Sahini et al 2024). En 2022, Tapias et
coll. hébergent des rats modélisant des traumatismes craniens de différentes sévérités en
environnement enrichi. Dans cette étude, I'EE est constitué d’une cage de superficie
importante (trois étages), avec des objets d’enrichissement changés de facon journaliére,
dans lesquelles les animaux sont hébergés par groupe de 10-12. Dans ce contexte, les
auteur-ices observent un réle neuroprotecteur de I'EE qui permet d’atténuer le stress oxydatif
et I'activation microgliale dans le cerveau des animaux, tout en améliorant leurs capacités
motrices et cognitives d’apprentissage et de mémoire spatiale (Tapias et al 2022), suggérant
un réle de I'enrichissement environnemental sans qu’il n’y ait nécessairement besoin d’une

activité physique intense.
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2.2. EE et maladie de Huntington

L’environnement, et son enrichissement, peut également moduler la pathogenése de

la maladie de Huntington (Mo et al 2015, Novati et al 2022)(Fig.29).

2.2.1.Activité physigue

De nombreuses études, aux protocoles variés, favorisant I'activité physique chez des
modeles murins et des sujets atteints par la MH ont montré un ralentissement de I'apparition
des symptémes (Mo et al 2015, Novati et al 2022). Bien qu’une activité physique intense et
réguliere ne soit pas bénéfique dans le contexte Huntington (Altschuler 2006), les
programmes développés dans un cadre thérapeutique, tels qu’une rééducation physique, des
exercices respiratoires ou une pratique réguliére de danse contemporaine, permettent de
ralentir la mise en place des symptémes moteurs et améliorer la qualité de vie des patient-es
(Ciancarelli et al 2013, Mirek et al 2018, Trinkler et al 2019, Novati et al 2022), via notamment

la restauration du métabolisme mitochondrial musculaire (Mueller et al 2017).

De plus, I'exposition a I'activité physique de modeéles murins de la MH, par des sessions
de course sur tapis roulant ou I'acces continu a des roues d’activité, a permis de caractériser
davantage ses effets bénéfiques. La stimulation précoce de I’AP promeut notamment une
amélioration du métabolisme striatal (augmentation de la glycolyse, préservation de la chaine
respiratoire mitochondriale) associée a une amélioration des performances motrices,
conservées chez les modeéles murins a des stades avancés de la pathologie (e.g. R6/1 a 27
semaines, Kl agés de 13-15 mois)(Herbst et Holloway 2015, Caldwell et al 2020). Toutefois,
cette amélioration métabolique chez les modeles Huntington n’est pas totale. En effet, I'étude
de Herbst et Holloway n’a pas permis de mettre en évidence un sauvetage des profils
d’expression d’ARN mitochondriaux aprés I’AP (Herbst et Holloway 2015), et les animaux
présentent toujours une perte de poids caractéristique de la MH comparément aux controles
aprés exposition a I'EE (Caldwell et al 2020, Stefanko et al 2017, van Dellen et al 2008, Novati
et al 2022).

L’activité physique permet également de restaurer les fonctions cognitives de
mémoire et d’apprentissage spatial ainsi que le phénotype de type dépression observé chez

différents modeles rongeurs (Ji et al 2015, Renoir et al 2012, Stefanko et al 2017). De plus
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I’exposition a des roues d’activité en libre accés est suffisante pour corriger les déficits de la

rythmicité circadienne observés chez des souris Huntington (Cuesta et al 2014).

Les données retrouvées dans la littérature proposent différents mécanismes
moléculaires sous-jacents, allant d’une réduction de I'apoptose hippocampique (Ji et al 2015)
a une restauration des niveaux de BDNF (Zajac et al 2010). En 2017, Stefanko et coll. observent
que I'activité physique réguliere de KI Q140 des le sevrage jusqu’a 6 mois, permet de restaurer
les niveaux d’expression des neurotransmetteurs dopaminergiques et du récepteur striatal a
la dopamine Drd2 (Stefanko et al 2017). Ces résultats, associés au constat d’'une diminution
des agrégats intra-nucléaires de HTTm chez les animaux entrainés (Stefanko et al 2017),
témoignent d’une correction partielle du phénotype transcriptionnel et moléculaire de la MH

par |'activité physique, qui corréle avec une atténuation des symptémes comportementaux.

Malgré tout, bien que les effets bénéfiques de I’AP sur la physiopathologie de la MH
soient avérés, I'efficacité a restaurer tout ou partie des phénotypes varient selon les études
(Novati et al 2022). Par exemple, I'exposition de souris R6/1 a des roues d’activité des le
sevrage, permet d’améliorer les comportements locomoteurs et exploratoires des animaux
mais ne semble pas préserver de l'atrophie striatale et de I'aggrégation protéique a 36
semaines (van Dellen et al 2008). Les travaux de Potter et coll. montrent que la stimulation de
I’AP de souris N171-82Q a partir de stades pré-symptomatiques ne permet pas de ralentir les
symptémes de la MH, voire méme accélere les phénotypes comportements et moléculaires
de la maladie (Potter et al 2010). Ainsi il semblerait que la temporalité d’une stimulation de
I’AP et son niveau d’intensité importent, et que les modeéles et sujets de la MH puissent a partir
d’un certain stade pathologique ne plus étre biologiquement capables de répondre a I’'AP

(Potter et al 2010, Altschuler 2006).

2.2.2.Stimulation cognitive et sociale

L’EE par la stimulation cognitive et 'augmentation de la taille du groupe social montre
également des effets bénéfiques sur le phénotype Huntington. Un tel EE chez les rongeurs,
impliquant selon les études I'ajout d’objets dans la cage d’hébergement et I’exposition
réguliére a une aréne enrichie, ou la stimulation par des labyrinthes et taches cognitives (e.g.

OX maze (Wood et al 2011)) est responsable d’une réduction des niveaux d’anxiété au profit

Introduction | 77



des comportements exploratoires, et tend a augmenter la survie des modeles de la MH

(Renoir et al 2013, Wood et al 2011).

Chez les patient-es Huntington, des programmes thérapeutiques incluant notamment
des approches orthophoniques, des exercices de réhabilitation cognitive ou encore des
exercices de reconnaissance d’expressions faciales permettent d’améliorer significativement
le bien-étre, I'activité et les performance cognitives des sujets (Zinzi et al 2007, Kempnich et
al 2017). En 2019, Garcia-Gorro et coll. ont pu déterminer qu’un niveau d’engagement cognitif
élevé chez des sujets porteurs de la mutation Huntington est corrélé avec une préservation
des fonctions exécutives, un retardement de I'apparition des symptémes comportementaux
ou encore une atténuation partielle de I’atrophie striatale, indiquant le réle neuroprotecteur
de la stimulation cognitive et son importance dans la prise en charge des patient-es (Garcia-

Gorro et al 2019).

L'EE impacte également les biomarqueurs de la MH. De la méme maniére que Stefanko
et coll. 'ont observé chez des souris soumises a une activité physique (Stefanko et al 2017),
Benn et coll. ont démontré que I'EE induit une baisse significative des inclusions intra-
nucléaires de HTTm, sans observer cependant d’effets transcriptomiques majeurs (Benn et al
2010). Une étude réalisée sur des rats BACHD (présentant une dérégulation transcriptionnelle
minime) a néanmoins établi que I'exposition des modeles Huntington a un environnement
enrichi restaure |'expression de genes impliqués dans la croissance des neurites et la
signalisation glutamatergiques (Novati et al 2018). Enfin, des travaux ont déterminé que le
microbiote intestinal qui est différent entre les souris sauvages et R6/1 modeles de la MH, est
modifié suite a I’exposition a un environnement enrichi, laissant suggérer son implication dans

les effets bénéfiques de I'EE (Gubert et al 2022).

2.2.3.Etiologie des effets bénéfiques de I’environnement

Les mécanismes impliqués dans la réponse des organismes aux modifications de
I'environnement et son enrichissement ne sont pas completement définis, plusieurs
hypothéses et constats co-existent. Tout d’abord, I'activité physique modifie le métabolisme
périphérique et central (Caldwell et al 2020, Sujkowski et al 2022). De plus, I'étude d’un
modele d’hypoperfusion cérébrale a permis d’observer que I'EE restaure les oscillations

cérébrales et les niveaux de neuro-transmetteurs dans I'hippocampe, suggérant que le réle
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neuroprotecteur de I'EE puisse s’effectuer via le contréle du flux de liquide céphalo-rachidien
et des oscillations cérébrales (Zheng et al 2023). D’autres travaux suggerent I'implication des
rythmes circadiens ou encore du microbiote intestinal dans les effets neuroprotecteurs
apportés par un environnement enrichi (Cuesta et al 2014, Gubert et al 2022, Gubert et al
2020). Enfin, une autre piste majeure suggere que les effets biologiques de I'EE passent par
une modulation des mécanismes épigénétiques, définis comme des processus dynamiques et
sensibles a I'environnement.
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autophagosome - mHTT Stress
dysfunction / L
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ey, v
e.g. BDNF deficits {}@ damage dysfunction

e.g. 5-HT receptor deficits &

N

neurogenesis deficits G{}

Behavioral symptoms D
(motor, cognitic, psychiatric)

Fig. 29 Effets bénéfiques de I'EE dans le contexte de la MH

La modulation de I'exposome par I'activité physique, I'enrichissement environnemental ou l'intervention
diététique permettent de diminuer la mise en place de marqueurs pathogéniques et symptomes
comportementaux de la MH (Novati et al 2022).

3. Enrichissement environnemental et épigénétique

Les éléments de I'exposome, tels que I'activité physique, I'exposition a des polluants,
le tabagisme ou encore le régime alimentaire influencent et modulent les mécanismes
épigénétiques (Alegria-Torres et al 2011). Par exemple, la consommation d’un régime
alimentaire a haute teneur lipidique ou le jeline sont responsables d’'une modification
d’expression d’"HDAC dans I’hypothalamus, résultant en des profils différents d’acétylation des

histones selon le régime adopté (Funato et al 2011). Ainsi, de nombreuses études ont cherché
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a définir si les effets bénéfiques de I'EE sur les mécanismes biologiques (e.g vieillissement) ou

pathologiques (e.g maladies neurodégénératives) impliquent des régulations épigénétiques.

3.1. EE, horloges épigénétiques et vieillissement

Les horloges épigénétiques, basées sur le niveau de méthylation de I’ADN de certains
génes (Introduction-11.2.2), sont sensibles aux facteurs environnementaux. Le vieillissement
peut étre modulé selon les modes de vie et le contexte pathologique des sujets ; par exemple
le tabagisme, I'activité physique, le niveau d’éducation ou encore le statut socio-économique
sont autant de facteurs corrélant avec l'accélération ou le ralentissement de I'horloge
épigénétique (Quach et a/ 2017, Oblak et al 2021, Duan et al 2022). Dans ces études, le statut
de I'horloge épigénétique a été déterminé a partir de prélevements sanguins des sujets, ce
qui laisse de nombreuses questions ouvertes, a savoir notamment si tous les organes et types

cellulaires répondent de fagon comparable a I’'exposome et au vieillissement associé.

Dés les années 2000, des études ont démontré l'effet anti-age de la restriction
calorique, qui permet de modifier le métabolisme et les profils d’expression des génes
associés au vieillissement (Lee et al 1999). Plus récemment, des travaux ont déterminé que la
restriction calorique module le vieillissement cérébral. En effet, I’hippocampe de souris
exposées une restriction alimentaire témoigne d’une modification des niveaux de méthylation
de I'ADN, d’un rajeunissement des horloges épigénétiques, et des modifications
transcriptionnelles associées (Yin et al 2022). Maegawa et coll. ont notamment observé que
suite a une restriction calorique, les margueurs sanguins de méthylation de I’ADN conférent a
des macaques rhesus, un age épigénétique de 7 ans inférieur a leur véritable age biologique

(Maegawa et al 2017).

L'EE, hors régime alimentaire, possede également des effets sur le vieillissement. En
2021, Zocher et coll. définissent les profils de méthylation de I’ADN dans le gyrus denté de
souris ayant été hébergées en environnement enrichi. Les auteur-ices concluent que I'EE
ralentit le vieillissement et les horloges épigénétiques en préservant la méthylation de ’'ADN
sur des sites cibles de Mecp2, et sur des genes associés a la plasticité neuronale et la
neurogenése adulte dont I'expression est normalement dérégulée avec I'age (Zocher et al

2021).
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Enfin, cet effet anti-age de I'EE n’est pas limité aux modeles animaux. Plusieurs études
utilisant des protocoles d’enrichissement complets constitués notamment d’un contréle du
régime alimentaire et du sommeil, d’une augmentation de I'activité physique, de sessions de
relaxation guidée, ou encore d’aliments probiotiques, ont été réalisées sur des cohortes de
sujets humains. Ces travaux confirment qu’un tel enrichissement environnemental permet de
ralentir la méthylation des genes de I'horloge épigénétique et le vieillissement cellulaire

(Fiorito et al 2021, Fitzgerald et al 2021).
3.2. EE et régulations épigénétiques de la cognition

Les mécanismes de plasticité cérébrale et les performances cognitives sont également
sensibles a I’environnement. L’activité physique est notamment responsable d’une
modulation de la méthylation de I’ADN et de I'acétylation des histones dans I’"hippocampe, du
contrble épigénétique de I'expression de BDNF, ou encore de la production de miARN
impliqués dans les processus de mémoire (Fernandes et al 2017). Notamment, I’exposition
réguliére de souris a une tache de nage augmente I'expression de I'enzyme acétyl-transférase
CBP et l'acétylation des histones dans I'hippocampe. De plus, lors d'un test de
conditionnement de peur au contexte, ces animaux présentent une augmentation de
I'acétylation des marques d’histones H3K9ac, H4K5ac et H4K12ac et de I'expression de c-Fos
dans I'hippocampe, signifiant que la modulation épigénétique par I'EE participe a I'activation
accrue des neurones, qui correle avec une amélioration des performances mnésiques (Zhong

et al 2016).

L’étude de modeéles animaux |ésionnels ou pathologiques a permis de mettre évidence
le rble central des régulations épigénétiques dans les processus moléculaires de
I’enrichissement. En 2007, Fischer et coll. déterminent que I'EE permet de restaurer des
comportements d’apprentissage et de mémoire chez des animaux ayant subi une perte
neuronale et une atrophie cérébrale. Ces effets de I’environnement impliquent une
augmentation de I'acétylation des histones H3K14, H3K9 et H4K5 -définie par western blot-
dans le cortex et I'hippocampe. De plus, ils peuvent étre reproduits par I'administration
d’inhibiteurs de HDAC, qui induisent une arborisation dendritique, une augmentation du
nombre de synapses et un sauvetage des performances cognitives, suggérant le role central
de I'acétylation des histones dans les effets biologiques de I’enrichissement environnemental

(Fischer et al 2007).
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Par conséquent, des travaux ont cherché a davantage définir les enzymes et facteurs
de transcription jouant un réle clé dans cette adaptation épigénétique a I'environnement.
Lopez-Atalaya et coll. ont étudié -par puce a ADN- la signature transcriptomique d’un modele
murin déficient pour CBP, et ont pu conclure que cette enzyme HAT est essentielle aux
bénéfices cognitifs et moléculaires de I'EE. CBP est notamment nécessaire aux processus de
neurogeneése induite par I'environnement enrichi (Lopez-Atalaya et al 2011). Des études
épigénétiques -par ChIP-PCR- réalisées sur les rats agés ont également observé que I'EE
permet de moduler I'acétylation des histones au niveau de génes cibles du facteur de
transcription NF-kB, impliqués dans les processus de plasticité et de mémoire hippocampo-

dépendante (Neidl et al 2016).

L’'ensemble de ces travaux basés sur des approches de puces a ADN et ChIP-PCR ont
permis de cibler des voies et mécanismes moléculaire précis, cependant des approches a
I’échelle du génome entier par les technologies de séquencage actuelles, en différenciant les
régions cérébrales et les types cellulaires, sont nécessaires pour décrypter les effets
épigénétiques et transcriptionnelles de I'EE sur la cognition. Par exemple, Zhang et coll. ont
déterminé que I'EE module la méthylation de I’ADN et la transcription de genes tels que
NeuroD1, impliqués dans la neurogenése hippocampique, ce qui suggere leur réle dans les
effets comportementaux bénéfique de I'EE (Zhang et al 2018). Egalement, I'analyse par ATAC-
seq des régions de la chromatine rendues accessibles par I'EE dans les neurones corticaux de
souris -isolés par FANS- a permis d’identifier le role du facteur de transcription Mef2 dans la
résilience cognitive induite par I'enrichissement, suggérant son réle biomarqueur pour I'étude

du vieillissement et des pathologies neurodégénératives (Barker et al 2021).
3.3. EE et miARN

Les effets épigénétiques de I'environnement enrichi affectent également les miARN
(Ferrante et Conti 2017). Notamment, I'activité physique permettant de restaurer les déficits
cognitifs induits par des traumatismes craniens, restaure I'expression de miARN dans
I’hippocampe, laissant suggérer leur role dans les mécanismes de récupération (Bao et al
2014). Pan-vazquez et coll. ont également démontré que I’hébergement en milieu enrichi et
I'activité physique réduisent, dans I’hippocampe, la production du miARN miR-124, induisent
une baisse de méthylation de I’ADN et une augmentation de I’expression du géne codant pour

le récepteur aux glucocorticoides Nr3cl. Les auteur-ices de cette étude suggerent ainsi que
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I'EE, via les modifications épigénétiques sous-jacentes permet d’améliorer la résilience au

stress des animaux (Pan-vazquez et al 2015).

Enfin, les miARN sont impliqués dans la transmission intergénérationnelle des effets
de I'EE. En 2018, Benito et coll. démontrent que I'amélioration des performances cognitives
et de la plasticité synaptique induite par I’environnement enrichi, se transmet a la
descendance, ceci via une modification des miARN présents dans les cellules germinales

(Benito et al 2018).

Bien que I'EE permette de ralentir I'apparition et la progression des symptomes
associés a la MH, peu d’études ont exploré son réle sur les dérégulations épigénétiques et
transcriptionnelles. L'étude de Dubois et coll. a permis la caractérisation de petits ARN non
codants dans le striatum complet de souris R6/1 a des stades précoces et avancés de la
pathologie, aprés un enrichissement multiple : hébergement dans de grandes cages,
présentant des objets changés régulierement, et un groupe social de 4 a 8 animaux. Bien que
I'EE permette de limiter en partie les altérations motrices des animaux, les auteur-ices n’ont
pu mettre en évidence aucun effet sur I'expression des ARN non codants dans le striatum
Huntington, suggérant que cette composante de la dérégulation épigénétique Huntington

n’est pas corrigée par I'EE (Dubois et al 2021).

Ainsi, le développement de nouvelles approches épigénomiques (Introduction-I1.3.3) est
nécessaire pour caractériser davantage les effets épigénétiques de I'EE dans le contexte
Huntington, et ceci avec une meilleure précision. L'enjeu, par I'utilisation de ces approches
non biaisées qui interrogent I'ensemble du génome, est de décrypter les mécanismes
impliqués dans la résilience cellulaire, de maniere a identifier de nouvelles pistes

thérapeutiques pour la MH.
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La MH est une pathologie neurodégénérative génétique rare qui reste a I'heure
actuelle incurable. Malgré des efforts importants mis en ceuvre pour développer des thérapies
efficaces et les nombreux essais cliniques en cours (Estevez-Fraga et al 2024), les innovations
technologiques pour ralentir la mise en place de la pathologie s’avérent pour le moment
insuffisantes, notamment par leur manque de spécificité. Dans ce contexte, il reste essentiel
de comprendre davantage les mécanismes biologiques impliqués dans la physiopathologie de
la MH, de fagon a identifier de nouveaux facteurs et voies moléculaires clés dans la

pathogenese qui permettraient d’identifier des cibles thérapeutiques.

Les dérégulations biologiques sont nombreuses dans la MH, aboutissant a la
dégénérescence des neurones épineux moyens du striatum. Parmi celles-ci, les mécanismes
épigénétiques et transcriptionnels comptent parmi les processus trés précocement dérégulés
qui contribuent a la perte de fonction des neurones du striatum (Introduction-I1.4). Les études
épigénétiques réalisées notamment dans I'équipe d’accueil, couplées aux études
transcriptomiques, ont permis de montrer une baisse progressive de I'expression des génes
de l'identité neuronale, couplée a une perte d’acétylation des histones (notamment H3K27ac)
dans le striatum de souris modeles de la MH (Hodges et al 2008, Vashishtha et al 2013, Achour
et al 2015, Langfelder et al 2017, Alcala-Vida et al 2021). Ces travaux suggérent que dans la
MH une reprogrammation épigénétique et transcriptionnelle est responsable d’une perte
d’identité des MSNs, conduisant in fine a leur dysfonctionnement et a leur dégénérescence.
Egalement, les profils de méthylation de 'ADN des horloges épigénétiques témoignent d’'une
dérégulation épigénétique au cours du vieillissement cérébral plus importante en condition
Huntington que controle (Horvath et al 2016). Ces résultats suggérent que les tissus cérébraux

vulnérables a la mutation Huntington présentent un vieillissement épigénétique accéléré.

Comme détaillé plus tot (Introduction-11.2.2), les travaux récents du groupe de D.
Sinclair montrent que le vieillissement cellulaire est causé par une perte d’identité des cellules
due a une reprogrammation épigénétique. Ce mécanisme, a l'origine du concept
d’exdifférenciation, se traduit par une perte d’expression des génes d’identité cellulaire,
associée a une dérépression de genes développementaux normalement réprimés dans les
cellules différenciées (JH.Yang et al 2023). Compte tenu de la nature des signatures
épigénétiques et transcriptionnelles identifiées dans le contexte Huntington, nous avancons

I’hypothése qu’un mécanisme d’accélération du processus d’exdifférenciation pourrait étre a
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I'origine de la vulnérabilité neuronale dans la MH, en particulier de la vulnérabilité des MSNs
du striatum. Nos analyses précédentes manquant de précision, notamment cellulaire et
temporelle, afin d’explorer cette hypothése, nous avons généré de nouvelles données
épigénomiques ciblant les populations neuronales et non neuronales du striatum de souris
modeles de la MH et couvrant plus largement les différents stades de la pathologie chez la

souris.

De nombreuses études ont démontré un effet bénéfique de I'enrichissement
environnemental (EE) sur les symptomes comportementaux des patient-es et des modeles
murins de la MH (Novati et al 2022). Par ailleurs, il est documenté que I'EE peut ralentir le
vieillissement cellulaire et permet de moduler certains mécanismes de régulation
épigénétique essentiels aux fonctions cognitives (e.g. activation de CBP essentielle a la
neurogenése et aux processus de plasticité synaptique)(Fiorito et al 2021, Fitzgerald et al
2021, Fischer et al 2007, Lopez-Atalaya et al 2011, Zhang et al 2018). Ainsi, nous avons fait
I’hypothése que I'EE permet de contrer les altérations épigénétiques et transcriptionnelles des
neurones vulnérables dans la MH et permet ainsi de ralentir leur vieillissement, en activant
possiblement des mécanismes de résilience cellulaire et/ou de neuroprotection, qui

pourraient constituer de nouvelles cibles thérapeutiques.

Ainsi, pour décrypter plus spécifiquement les signatures épigénétiques du striatum
Huntington, explorer I'hypothése d’un vieillissement accéléré, et identifier les facteurs
moléculaires clés pour la dérégulation épigénétique Huntington -constituant des cibles
thérapeutiques d’intérét, pouvant étre modulées par I'EE- mon projet de thése s’est divisé en

2 axes principaux.

Axe 1 : Caractérisation épigénétique du striatum Huntington murin au cours du temps et de

facgon cellule-spécifique afin d’étudier ’hypothése d’un vieillissement accéléré.

Pour décrypter spécifiquement I'épigénome des neurones, et des autres types
cellulaires du striatum Huntington, nous avons établi un protocole permettant de trier les
noyaux striataux par FANS (fluorescently activated nuclei sorting) -selon la présence/absence

du marqueur neuronal NeuN- suivi d’approche épigénétique d’'immunoprécipitation de la
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chromatine (ChiPseq)(Alcala-Vida et al 2021). En paralléle, nous avons implémenté et optimisé

le protocole récent de CUT&Tag pour le rendre compatible avec le tri de neurones par FANS.

Ce premier projet a consisté en la caractérisation de plusieurs modifications post-
traductionnelles d’histones (H3K27ac, H3K9ac, H3K18ac, H3K27me3) dans les neurones
(NeuN+) et la glie (NeuN-) du striatum de modeéles murins Huntington (R6/1 et knock-in Q140),
a différents stades de la pathologie de maniére a définir la cinétique de la dérégulation
épigénétique associée a la MH. Cette analyse temporelle a été effectuée a I'aide du modeéle
knock-in Q140, chez qui I’évolution de la pathologie est tres progressive en comparaison aux
souris transgéniques R6/1 (Introduction-1.5). Trois ages ont été étudiés (2, 6 et 10mois),
correspondant respectivement a des stades prodromal, symptomatique précoce et
symptomatique avancé. Les marques épigénétiques ciblées ont été choisies d’aprés leur role
dans le controle de I'identité cellulaire et leur implication dans la signature épigénétique du
vieillissement (H3K27ac et H3K27me3, Achour et al 2017, Alcala-Vida et al 2021, JH.Yang et al
2023), dans la mise en place des déficits cognitifs dans le striatum Huntington (H3K9ac, Alcala-
Vida, Lotz et al annexe2) ou par leur sensibilité au métabolisme cellulaire (H3K18ac, Lee et al

2014, Lee et al 2021).

A travers cette étude il s’est agi de définir si les neurones striataux exprimant la
mutation Huntington subissent un vieillissement épigénétique accéléré. Nous avons

également cherché a déterminer quels en sont les mécanismes sous-jacents.

Axe 2: Impact de I’EE sur le comportement et les régulations épigénétiques et

transcriptionnelles striatales de souris modeles de la MH.

Afin d’étudier le role des mécanismes épigénétiques dans le bénéfice associé a un
enrichissement de I'environnement chez des souris modeéles de la MH, nous avons intégré au
laboratoire le dispositif de cage MARLAU (Fares et al 2012). Cet EE permet de pallier a la
variabilité des protocoles d’enrichissement, et constitue un environnement standardisé dans
lequel les animaux sont stimulés cognitivement, sont impliqués dans un groupe social large et
ont un accés continu a des roues d’activité de fagcon a stimuler leur activité physique (AP).
Différentes composantes comportementales des souris R6/1 ont été testées aprés un

hébergement de 9 semaines dans la cage Marlau afin de valider le protocole et d’évaluer
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I'impact de cet EE sur la progression des phénotype comportementaux. Une batterie de tests
évaluant le bien-étre et la motivation (test de nidification, préférence a la saccharine),
I’anxiété et les fonctions exploratoires (boite claire/obscure, champ ouvert), I'activité et les
capacités motrices (actimétrie, champ ouvert, test de la barre) et les capacités cognitives de
mémoire procédurale (Rotarod accélérant et labyrinthe en double-H) ont été réalisés. Les
tissus des animaux enrichis et contréles ont été étudiés par RNAseq de maniere a définir
I'impact de I'EE sur les signatures transcriptionnelles du striatum Huntington. Des analyses
épigénomiques (FANS-CUT&Tag) ciblant les marques H3K27ac et H3K9ac dans les neurones

striataux sont actuellement en cours.

En complément de ces 2 axes principaux, j'ai pu contribuer au cours de cette these a
la caractérisation épigénétique de striatum Huntington de fagon plus globale. J’ai notamment
participé a I'analyse de données générées dans le laboratoire avant mon arrivée et a la
rédaction d’un article qui en a découlé, ou I'étude consistait a décrypter le rble des
mécanismes épigénétiques dans les altérations cognitives associées a la MH, chez des souris
modeles de la maladie. Particulierement, nous avons étudié le striatum de souris exposées a
une tache de mémoire dépendant du striatum (mémoire égocentrique spatiale). Les données
montrent que le déficit de mémoire égocentrique observé chez les souris R6/1 corréle avec
des altérations épigénétiques -impliguant notamment H3K9ac- et transcriptionnelles
majeures, régulant I'expression de génes impliqués dans la plasticité cérébrale (Alcala-Vida,

Lotz et al, annexe2).
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Axe 1:

Caractérisation épigénétique du striatum Huntington murin
au cours du temps et de facon cellule-spécifique afin

d’étudier I’hypothese d’un vieillissement accéleré.

L’acquisition et I'analyse des données obtenues dans cet axe ont été
compilées sous la forme d’un article qui a été réecemment soumis pour

révision.
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Accelerated epigenetic aging in Huntington’s disease involves
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Summary

Loss of epigenetic information during physiological aging compromises cellular identity,
triggering derepression of developmental genes. Here we assessed the epigenomic landscape
of vulnerable neurons in two reference mouse models of Huntington neurodegenerative
disease (HD), through celltype-specific multi-omics, including temporal analysis at three
disease stages using FANS -CUT&Tag. We show accelerated de-repression of developmental
genes in HD striatal neurons, which involves general histone re-acetylation and depletion of
H2AK119 ubiquitination and H3K27 trimethylation marks, catalyzed by polycomb repressive
complexes 1 and 2 (PRC1 and PRC2), respectively. We further identify PRC1-dependent
subcluster of bivalent developmental transcription factors that is more selectively re-activated
in HD striatal neurons. The mechanism might implicate progressive paralog switching between
PRC1-CBX genes, which promotes upregulation of normally lowly expressed PRC1-CBX2/4/8
isoforms in striatal neurons together with down-regulation of predominant PRC1-CBX
isoforms in those cells (e.g. CBX6/7). Collectively, our data provide evidence for PRC1-

dependent accelerated epigenetic aging in HD vulnerable neurons.

Keywords: Huntington’s disease, epigenetic, histone, aging, PRC1 PRC2
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Introduction

Huntington’s disease (HD) is a genetic, progressive neurodegenerative disease, which
manifests with characteristic motor, cognitive and psychiatric symptoms that arise generally
at midlife and progress during 10 to 15 years, with subtle signs that can appear decades earlier.
The disease is caused by an abnormal expansion of CAG trinucleotide repeats in the Huntingtin
(HTT) gene, which produces mutant HTT with polyglutamine expansion (polyQ)*2. Specific
neurons, particularly direct and indirect spiny projection neurons (dSPN and iSPN,
respectively) in the striatum, representing >95% of striatal neurons, are highly vulnerable to
the HD mutation®*. Molecular underpinning of striatal neuron vulnerability in HD remains

elusive.

Epigenetic alteration is a key hallmark of cellular aging>®. Recent study shows that
cellular aging is caused by loss of cellular identity resulting from erosion of epigenetic
information, so-called exdifferentiation’. Histone modifications, including the active mark
H3K27 acetylation (H3K27ac) and the repressive mark H3K27 trimethylation (H3K27me3),
were used as proxy to assess exdifferentiation, which is characterized by de-repression of non-
lineage-specific genes, particularly developmental genes, and repression of cellular identity

genes, both mechanisms contributing to cellular identity loss’.

Epigenomic analyses in bulk HD striatal tissue show early loss of H3K27ac at striatal
superenhancers -broad enhancers regulating cellular identity genes, which results in
transcriptional downregulation of their targets, striatal identity genes®'2. However, due to
lack of cellular and temporal resolutions of earlier analyses, it was unclear whether HD
vulnerable neurons undergo accelerated epigenetic aging, including accelerated de-

repression of developmental genes.

Here, we investigated HD striatal epigenetic landscape using fluorescence-activated
nuclei sorting (FANS) coupled to ChiPseq or CUT&Tag. We profiled neuronal and non-neuronal
striatal cells in two reference HD mouse models, R6/1 transgenic and Q140 knockin (KI) mice,
showing distinct disease progressions. Additionally, we performed temporal analysis at 3 ages,
corresponding to prodromal, early and advanced pathological stages in HD Q140 mice. We
targeted H3K27me3, histone acetylation marks (e.g. H3K27ac, H3K9ac, H3K18ac) as well as
H2AK119ub, since our analyses highlighted altered regulation of PRC1 subunits in HD striatal
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neurons. Our data show that the HD mutation accelerates loss of epigenetic information
associated with cellular aging in striatal neurons of HD mice. Particularly, epigenetic de-
repression of developmental genes is dramatically accelerated and our data indicate that the
mechanism involves PRC1 through paralog switching among PRC1-CBX genes. Together, our
data support the view that PRC1-mediated accelerated epigenetic aging is a key mechanism

underlying striatal neuron vulnerability in HD.

Results

Developmental genes are de-repressed in HD striatal neurons

To investigate the epigenetic status of developmental genes in HD striatal cells, we
generated ChIPseq or CUT&Tag data on NeuN+ and NeuN- nuclei prepared from striatal tissue
of symptomatic HD R6/1 transgenic and control mice (Fig. 1a and Extended data Fig. 1a,b). We
first focused on cellular identity-associated marks (i.e. H3K27ac and H3K27me3), which were
recently used to assess epigenetic aging’. Consistent with earlier bulk H3K27ac ChlPseq
analyses, in R6/1 mice, H3K27ac signals in striatal neurons was reduced at neuronal-specific
enhancers and striatal neuron identity genes, under the control of super-enhancers, which
associated with limited H3K27me3 changes (Fig. 1b and Extended Data Fig. 1b). Remarkably,
loss of H3K27ac at cellular identity genes/super-enhancers, a feature of cellular aging, was

specific to R6/1 striatal neurons, since it was not observed in R6/1 NeuN- samples

at glial-specific enhancers or glial identity genes, suggesting neuronal-specific mechanism (Fig.

1b and Extended Data Fig. 1b).

Further, differential analysis showed thousands of H3K27ac differentially enriched
regions (DER) in R6/1 vs WT neurons (NeuN+), including both depleted and enriched regions,
whereas few DER were identified (<100) between R6/1 and WT non-neuronal cells (NeuN-)
(Fig. 1c and Supplementary Table 1). H3K27me3 ChlIPseq data revealed similar pattern, with
hundreds of DER in R6/1 vs WT neurons, and almost no change in NeuN- cells (Fig. 1c and
Supplementary Table 1). These data show that epigenetic dysregulation is greater in neurons
compared to non-neuronal cells (e.g. glial cells) in HD mouse striatum. Integration with
transcriptomic data generated in dSPN and iSPN of R6/2 line!?, a sister model to R6/1 mouse

13, showed that down-regulated genes in dSPN and iSPN expressing the HD gene were
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depleted in H3K27ac and enriched in H3K27me3, while up-regulated genes were enriched in
H3K27ac and depleted in H3K27me3 (Fig. 1d). Thus, as expected, H3K27ac and RNA changes
in HD mouse striatal neurons were positively correlated, whereas H3K27me3 and RNA

changes were anti-correlated.
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Fig. 30 / Fig.1 Cellular identity-associated histone marks are specifically altered in striatal neurons of HD mice.

a. Scheme illustrating FANS-ChIPseq and FANS-CUT&Tag experiments conducted on R6/1 and WT mice. b. Metaprofiles showing H3K27ac and
H3K27me3 mean signals in WT and R6/1 NeuN+ and NeuN- nuclei, along neuronal (left) and glial (right) identity genes in mouse striatum.
Striatal neuron and glial identity genes by 9. c. Volcano plots showing H3K27ac (left) and H3K27me3 (right) differentially enriched regions in
R6/1 vs WT for NeuN+ (top) and NeuN- (bottom) samples. Decreased and increased regions in R6/1 vs WT are represented in blue and red,
respectively (DESeq2 method, adj. Pval<0.1). d. R6/1 NeuN+ H3K27ac (blue) and H3K27me3 (red) ChlIPseq signals in down-regulated(HD<WT),

Non-significantly changed (n.s.) or up-regulated (HD>WT) genes in dSPN (left) and iSPN (right) of HD R6/2 mice. Integration with RNAseq data
by 11,
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We then performed functional enrichment analysis, which revealed that H3K27me3-
depleted genes in R6/1 vs WT striatal neurons were particularly enriched in biological
processes (GO BP) related to neuronal development and differentiation, including “generation
of neurons”, “neuron differentiation” and “nervous system development” (Fig. 2a). Analyses
using transcription factor (ChEA) and HD-related signature (HDsigDB) databases further
indicated that H3K27me3-depleted genes were regulated by PRC1 (e.g. RNF2, RING1B) and
PRC2 (e.g. SUZ12, JARID2) and presented bivalent signature (i.e. enriched in both H3K27me3
and H3K4me3) (Fig. 2b and Extended Data Fig. 2a). H3K27ac-increased genes in HD neurons
also showed developmental signature (Extended Data Fig.2b). Further, 42% of H3K27me3-
depleted genes in HD neurons also gained H3K27ac (Fig. 2c), identifying subset of 125

euchromatinized genes linked to neurodevelopment (Fig. 2d,e and Extended Data Fig. 2c).

Those 125 genes were significantly up-regulated in dPSN and iSPN of HD mice (Fig. 2f).

We further defined histone acetylation landscape of striatal neurons in R6/1 mice,
generating H3K9ac and H3K18ac FANS-CUT&Tag data (Fig. 1a, Extended Data Fig. 2d,e,f and
Supplementary Table 1). The CUT&Tag protocol** was optimized to enable sample processing
after FANS (Methods). The data showed that H3K9ac and H3K18ac, in addition to H3K27ac,
were increased at the 125 neurodevelopment-related genes in HD mice, suggesting general
histone re-acetylation and decreased H3K27me3 contributes to their transcriptional de-
repression (Fig. 2f,g). Moreover, functional enrichment analysis supported strong overlap
between development-related genes showing increased H3K9ac, H3K18ac and H3K27ac in
R6/1 vs WT striatal neurons (Fig. 2h). Epigenetic de-repression of developmental genes in R6/1
mouse striatal neurons is exemplified with the developmental transcription factor Onecutl
and its upstream regulator Pax6'> (Fig. 2i and Extended data Fig. 2g). Supporting the results,
Onecutl and Pax6 were transcriptionally increased in the striatum of HD mice, particularly in
iSPN (Fig. 2j and Extended data Fig. 2h). Interestingly, ONECUT1 and PAX6 were also
upregulated in dSPN and iSPN of HD patients and in vulnerable cortical neurons in Layer 5a, in
contrast to resilient Betz cells in layer 5 (Fig. 2k)'®1’. Together, our data indicate that the HD
gene leads to heterochromatinization of identity genes and euchromatinization of
developmental genes in vulnerable neurons, suggesting the HD gene triggers aging-like loss of

epigenetic information.
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Fig.31/ Fig.2 Developmental genes are epigenetically de-repressed in striatal neurons of HD mice

a.Top 10 gene ontology (GO) processes (biological processes, BP) enriched in H3K27me3-depleted regions in R6/1 vs WT NeuN+ samples.
b. Top 10 HD-related signatures (HDsigDB database) enriched in H3K27me3-depleted regions in R6/1 vs WT NeuN+ samples. c. Overlap
between H3K27me3-depleted (HD<WT, blue) and H3K27ac-enriched (HD>WT, red) genes in R6/1 NeuN+ samples. 125 genes,
representing 42% of H3K27me3-depleted genes, are enriched in H3K27ac. Overlapping genes include Onecutl, Pax6, Cbx4 and Cbx8. d.
Top 10 gene ontology (GO) processes (biological processes,BP) enriched in 125 overlapping genes. e. Network functional analysis of 125
overlapping genes. Green dots represent the 125 genes, blue dots, enriched regulatory transcription factors identified by ChEA analysis,
pink dots, enriched BP and grey dots, enriched KEGG pathways. PPl (protein protein interaction), statistics showing the strength of the
network. Dot-circled terms are related to Onecut1 and Pax6. f. Boxplots showing z-scores of expression values for the 125 overlapping
genes in dSPN (left) and iSPN (right) in WT and HD R6/2 mice. RNAseq data in 11. Statistical analysis was performed using Kruskal-Wallis
test and Bonferroni correction for multiple testing. g. Heatmap representing R6/1 vs WT log2FC in H3K27me3, H3K27ac, H3K9ac and
H3K18ac NeuN+ samples at the 125 H3K27me3-depleted and H3K27ac-enriched overlapping genes. h. Top 10 gene ontology (GO)
processes (biological processes, BP) enriched in H3K27ac, H3K9ac and H3K18ac-increased regions in R6/1 vs WT NeuN+ samples. i. IGV
genome browser capture showing H3K27me3, H3K27ac, H3K9ac and H3K18ac signals in R6/1 and WT NeuN+ and NeuN- samples at
Onecutl gene locus. The grey box highlights Onecutl promoter. j. mRNA levels of Onecutl in bulk striatal tissue of R6/1 and WT mice
(left, RNAseq data by 79), in dSPN and iSPN of R6/2 and WT mice (middle, RNAseq data by 1) and in striatal astroglia, dSPN and iSPN of
Q175 knockin (HD-KI-Q175) and control (CT) mice (right, RNAseq data by 11). mRNA levels, reads per kilobases (RPK). Statistics show adj.
Pval, multiple testing correction was performed using the Benjamini-Hochberg method. k. Heatmap showing ONECUT1 and PAX6 log2FC
in cortical L5a vulnerable (L5a) and L5 resilient Betz cells (L5rs) of HD patients vs control individuals. *, adj. Pval <0.05 (RNAseq data and
statistics by 16).

Bivalent promoters are de-repressed in HD striatal neurons

Above analyses predict that genes susceptible to euchromatinization in HD striatal
neurons are regulated by bivalent promoters. To test the hypothesis, we carried out kmeans
clustering analysis using striatal H3K4me3 and H3K27me3 ChiPseq data, which allowed the
identification of bivalent cluster strongly enriched in PRC1/PRC2-regulated developmental
genes, including Onecutl and Pax6 (Fig. 3a-c, Extended Data Fig. 3a and Supplementary Table
2). The result is consistent with studies showing that PRC2 and PRC1 frequently overlap at
promoters of developmental genes that need to be repressed in mature differentiated cells?.
Further, metaprofile analysis focused on bivalent gene promoters showed selective decrease
in H3K27me3 and increase in histone acetylation in R6/1 vs WT striatal neurons, supporting
specific euchromatinization of bivalent genes in HD vulnerable neurons (Fig. 3d and Extended
Data Fig.3b). Integration with transcriptomic data strengthened the conclusion, showing
transcriptional de-repression of bivalent genes, particularly in iSPN of HD mice (Fig. 3e,f and
Extended Data Fig.3c). The mechanism underlying epigenetic de-repression of bivalent genes
was specific to HD neurons, since non-neuronal cells showed an opposite tendency, i.e.

increased H3K27me3 and reduced histone acetylation (Fig. 3d).
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Fig. 32/Fig.3 Bivalent promoters are de-repressed in striatal neurons of HD mice

a. Heatmap of the 36,873 annotated mm10 RefSeq gene transcripts, integrating H3K4me3 and H3K27me3 gene profiles from striatal ChIPseq
data, showing five distinct epigenetic profiles generated by kmeans clustering. TSS, transcription start site; TTS, transcription termination site.
The red box highlights the cluster containing bivalent promoters, including Onecutl and Pax6. b. Top 10 gene ontology (GO) processes (biological
processes, BP) enriched in the cluster of bivalent promoters. ¢, Top 10 HD-related signatures (HDsigDB database) enriched in the cluster of bivalent
and NeuN-
samples at bivalent promoters. e. Left, Heatmap of z-score expression values of bivalent genes in R6/2 and WT dSPN and iSPN (RNAseq data by
11). Right, overlap between upregulated bivalent genes in R6/2 vs WT in iSPN and dSPN. 49% of increased bivalent genes in R6/2 dSPN are
increased in R6/2 iSPN. f. Boxplot showing z-scores of expression values for bivalent genes in dSPN and iSPN in R6/2 and WT. RNAseq data by 11.

promoters. d. Metaprofiles showing H3K27ac, H3K27me3, H3K9ac and H3K18ac mean signals in WT (blue) and R6/1 (orange) NeuN+

Statistical analysis was performed using Kruskal-Wallis test and Bonferroni correction for multiple testing.

PRC1-CBX genes undergo paralog switch in striatal neurons of HD mice

Altered regulation of polycomb group (PcG) proteins, which are subunits of PRC1 and
PRC2, might underlie euchromatinization of bivalent genes in HD striatal neurons. EZH1, the
predominant enzymatic subunit catalyzing H3K27me3 in striatal neurons, was slightly reduced
in HD mouse striatum, both at protein and mRNA levels (Extended Data Fig. 4a), suggesting
impaired PRC2 activity might contribute to bivalent gene de-repression in HD vulnerable

neurons. However, the other PRC2 subunits were not consistently changed (Extended Data
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Fig. 4a). Additionally, although H3K27me3 is strongly correlated with low transcriptional
activity, this PRC2-mediated histone modification alone is not sufficient for gene repression,

in contrast to PRC118.

Interestingly, we found that the top euchromatinized region in R6/1 vs WT striatal
neurons, with most significant adjusted p-values for both depletion in H3K27me3 and
enrichment in H3K27ac, was an enhancer located in the genomic region that contains PRC1
Cbx2/4/8 paralogous genes, between Cbx4 and Cbx8 (Fig. 4a). Additional significant
euchromatinized region was an enhancer located upstream of Cbx4 promoter (Fig. 4a). Cbx2,
Cbx4 and Cbx8 are substantially expressed in differentiating cells, including neural progenitor
cells (NPC), and become down-regulated in differentiated cells'®. Consistently, Cbx2, Cbx4 and
Cbx8 expression was low in mature striatal neurons (Fig. 4b,c and Extended Data Fig. 4c).
Euchromatinization of Chx2/4/8 enhancers in HD mouse vulnerable neurons correlated with
transcriptional de-repression of Cbx2, Cbx4 and Cbx8 (Fig. 4b and Extended Data Fig. 4c).
Supporting those results, CBX4 and CBX8 protein levels were increased in the striatum of HD
mice (Fig. 4d). Further, IHF experiment showed that CBX8 was increased in striatal neurons of
R6/1 vs WT mice (Fig. 4e). In contrast, we found that Cbx6 and Cbx7, particularly Cbx6, are
highly expressed in mature SPN and are thus predominant PRC1 CBX proteins in these neurons
(Fig. 4b and Extended Data Fig. 4c). Strikingly, Cbx6/7 are located in distinct genomic region
compared to Cbx2/4/8, suggesting different regulatory mechanisms. In support to this
hypothesis, CBX6 was reduced in the striatum of HD mice, essentially due to down-regulation
in SPN, and CBX7 showed similar tendency (Fig. 4b,c,d and Extended Data Fig. 4c).
Furthermore, Cbx6 was depleted in H3K27ac in R6/1 striatal neurons (Extended Data Fig. 4d).
Together, this indicates that PRC1-CBX genes undergo paralog switch in HD SPN, promoting

stoichiometry observed in immature neurons.

Finally, temporal transcriptomic data generated on striatal tissue of HD knockin (KI)
mice, including Q140 and Q175 lines®, showed progressive increased Cbx4 and Cbx8 and
reduced Cbx6 and Cbx7 in HD mice, suggesting progressive PRC1-CBX paralog switch
(Extended Data Fig. 4e). The mechanism appeared attenuated in the cortex, a tissue that is
less affected than the striatum (Extended Data Fig. 4e). Collectively, those data indicate that
PRC1-CBX paralog switch is implicated in developmental gene de-repression in HD striatal

neurons.
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Fig.33/Fig.4 CBX proteins undergo paralog switch in striatal neurons of HD mice

a. IGV genome browser capture showing H3K27ac, H3K27me3, H3K9ac and H3K18ac signals in R6/1 and WT NeuN+ and NeuN-
samples at Cbx2/4/8 genomic locus. The grey boxes highlight significantly H3K27me3-depleted and H3K27ac-enriched regions
in R6/1 vs WT NeuN+ samples. The enhancer region between Cbx4 and Cbx8 was top significantly H3K27me3-depleted and
H3K27ac-enriched region. b. mRNA levels of Cbx2/4/6/7/8 in bulk striatal tissue of R6/1 and WT mice (RNAseq data and statistics
by 79). mRNA levels, reads per kilobases (RPK). Statistics show adj. Pval, multiple testing correction was performed using the
Benjamini-Hochberg method. c. Heatmap of Log2FC (R6/2 / WT) expression values of PRC1 Cbx paralogs in dSPN and iSPN
(RNAseq data by 11). Statistics show adj. Pval, multiple testing correction was performed using the Benjamini-Hochberg method.
* adj. Pval <0.05; **, adj. Pval <0.01; ***, adj. Pval <0.001. d. Left, Imnmunoblots showing CBX4, CBX6, CBX8 and total proteins
levels in the striatum of R6/1 and WT mice. Male and female samples are specified. Right, bargraphs showing CBX4, CBX6 and
CBX8 protein levels. Values were normalized to total protein ( + sem). Statistical analysis was performed using unpaired t-test.
e. Left panel, representative images of CBX8 co-stained with NeuN neuronal marker and DAPI in the striatum of R6/1 and WT.
Arrows indicate double-positive cells. Right, quantification of CBX8 intensity fluorescence. N = 5 mice per genotype, >4900
neurons were analyzed per genotype. Statistical analysis was performed using unpaired t-test.
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H2AK119ub is depleted at subcluster of bivalent promoters in the striatum of HD mice

PRC1 mediates chromatin repression catalyzing H2AK119ub?°. We generated
H2AK119ub ChIPseq data, showing that H2AK119ub was dysregulated in the striatum of HD
R6/1 mice (Extended Data Fig.5a,b and Supplementary Table 1). Remarkably, H2AK119ub-
depleted regions were greater than H2AK119ub-enriched regions in R6/1 vs WT mice (i.e.
2274 vs 636, Extended Data Fig. 5a). H2AK119ub was increased at genes related to TGFb
signaling and developmental processes associated with nonneuronal lineage specification in
R6/1 striatal tissue (Extended Data Fig. 5c). In contrast, genes associated with depleted
H2AK119ub in R6/1 striatal tissue were enriched in neurodevelopmental genes (Extended
Data Fig. 5c). To specify the signature of genes depleted in H2AK119ub in R6/1 striatum, we
investigated H2AK119ub at bivalent promoters. Kmeans clustering analysis identified 2
clusters, clusters 1 and 2, characterized by high and low H2AK119ub levels, respectively (Fig.
5a and Supplementary Table 2). Cluster 1 was strongly enriched in neurodevelopmental
transcription factors (e.g. “Neuron differentiation”, “Generation of neurons”, “Regulation of
transcription by RNA Polll”), whereas cluster 2 was enriched in GO terms related to neuronal
plasticity (e.g. “synapse pruning”) (Fig.5b and Extended data Fig. 5d). H3K27me3 was also
higher in cluster 1 than cluster 2, while histone acetylation levels were similar in both clusters
(Fig. 5¢). H2AK119ub was specifically reduced at cluster 1 promoters in R6/1 vs WT striatal
samples, in contrast to H3K27me3, reduced to lesser extent in the two clusters (Fig. 5¢,d and
Extended data Fig. 5e). Further, integration with transcriptomic data showed that cluster 1
genes were specifically up-regulated in iSPN of HD mice (Fig. 5e and Extended data Fig.5f).
Thus, impaired activity of PRC1 might drive de-repression of developmental genes in HD
vulnerable neurons, promoting de-repression of neurodevelopmental transcription factors in

cluster 1 that control neuronal fate.
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performed using Kruskal-Wallis test and Bonferroni correction for multiple testing.
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De-repression of developmental genes is an aging signature that is accelerated in striatal

neurons of HD mice.

We then explored whether PRC1-mediated de-repression of developmental
transcription factors in HD vulnerable neurons might reflect acceleration of epigenetic aging.
To address this question, we generated H3K27ac and H3K27me3 CUT&Tag data using striatal
neuronal nuclei of HD Q140 KI and WT mice (Fig. 6a). Q140 KI mouse is a slowly progressing
model compared to R6/1 mice, which is particularly suitable for temporal analysis. Epigenomic
data were produced at 2-, 6- and 10-month-old, corresponding to prodromal, early
symptomatic and more advanced symptomatic stages. Principal component analysis (PCA)
analysis showed that H3K27ac and H3K27me3 samples clustered according’ to genotype and
age (Extended Data Fig. 6a). The quality of the data is further illustrated in Fig.6b, representing
snapshot of H3K27ac and H3K27me3 profiles at Onecutl locus. Differential analysis showed
that DER increased over time, however particularly at 10 months for H3K27ac and from 6
months for H3K27me3 (Extended Data Fig. 6b and Supplementary Table 3). Consistent with
R6/1 ChlIPseq data, functional enrichment analyses showed that H3K27ac-enriched regions
and H3K27me3-depleted regions in HD KI vs WT mice both displayed significant
developmental signatures, particularly at 10 months (Extended Data Fig. 6¢,d). Remarkably,
H3K27ac and H3K27me3 in HD Kl striatal neurons were progressively increased and decreased

at Onecutl locus, respectively (Fig. 6c).

Computing euchromatin score that combines H3K27ac and H3K27me3 signals showed
accelerated euchromatinization of Onecutl, which correlated with accelerated transcriptional
activation (Fig. 6¢,d). Developmental transcription factors in cluster 1 above identified also
showed accelerated euchromatinization using euchromatin score (Fig. 6e). In fact, using
cluster 1 euchromatin score as an epigenetic clock permitted precise measurement of
epigenetic age in HD Q140 striatal neurons. Specifically, their epigenetic age was 3 month-
older than chronological age in 6-month-old mice (Fig.6e). Our data suggest stronger
contribution of H3K27me3 than H3K27ac to epigenetic aging in HD striatal neurons (Fig. 6f),
further supporting critical role for PcG proteins. Interestingly, euchromatin score at Cbx4 and
Cbx8 genes were dramatically increased with age in HD KI mice, and not in WT animals, which
might suggest specific role of PRC1-CBX paralog switch in accelerated epigenetic erosion in HD

(Fig. 6g,h and Extended Data Fig. 6e,f). Metaprofile analyses further showed that gene
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promoters in cluster 1 were subject to accelerated euchromatinization in HD mouse striatal
neurons (Fig. 6i,j). Thus, euchromatinization rate of developmental transcription factors could
be used as an epigenetic clock to show acceleration of epigenetic age in HD vulnerable

neurons. The data also suggest specific role for PRC1-CBX proteins in the mechanism.

To further investigate aging-associated chromatin changes in HD KI and WT mouse striatal
neurons, we ran co-expression module analysis using euchromatin score, which identified 4
modules of co-regulated genes (Fig. 6k and Supplementary Table 2). Whereas the 4 modules
were age-dependent, M2 and M4 modules also appeared related to genotype (Fig. 6k).
Euchromatinization increased over time in M2 genes, however faster in HD Kl mice (Fig. 6k).
M2 genes, including Onecutl, significantly overlapped with genes in cluster 1 and were
enriched in bivalent, developmental transcription factors and developmental genes (Fig. 6l
and Extended Data Fig. 6h). Additionally, they were transcriptionally up-regulated in HD
vulnerable neurons (Extended Data Fig. 6g). Thus, co-expression module analysis using
euchromatin score confirmed strong accelerated de-repression of developmental

transcription factors in HD vulnerable neurons.
Epigenetic regulation of stress response is abnormal in HD mouse striatal neurons

M4 genes displayed different pattern than M2 genes. Euchromatin score in M4
progressively decreased with age in HD Kl striatal neurons, whereas it peaked at 6 months of
age in WT mice (Fig.6k). Functionally, M4 genes were related to stress response (Fig. 7a,b and
Extended Data Fig. 7a). Specifically, enriched GO BP terms comprised “response to
chemokine” and processes related to cell signaling such as “Rac protein signal transduction”
(Fig. 7b and Extended Data Fig. 7a). Moreover, top transcriptional regulators of M4 genes were
major drivers of stress response, including NR3C1 and STAT3, which were transcriptionally
deregulated in HD mouse striatal neurons (Fig. 7a,b and Extended Data Fig. 7b). This suggests
that epigenetic mechanism triggers early stress response in HD striatal neurons, which is then
reduced upon aging, possibly triggering entry into symptomatic phase. Supporting the
conclusion, M4 genes were down-regulated in striatal tissue of symptomatic HD KI mice (e.g.
at 6 and 10 months) (Fig. 7c and Extended Data Fig. 7a). At 2 months, corresponding to
prodromal phase, M4 genes did not appear up-regulated in the striatum of HD KI mice,

possibly due to bulk analysis of striatal tissue, masking cell-type-specific effects (Fig. 7c).
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Fig.35/Fig.6 De-repression of developmental genes is an aging signature accelerated in striatal neurons of HD mice

a. Scheme illustrating temporal FANS-CUT&Tag experiments conducted on HD Q140 knockin (HD KI) mice and WT mice. b. IGV genome
browser capture showing H3K27ac and H3K27me3 signals at Onecutl locus in HD KI and WT NeuN+ samples produced using 2, 6 and 10
month-old mice. c. Plots showing H3K27ac, H3K27me3 and euchromatinization z-scores for Onecutl gene, in 2, 6 and 10 month-old HD Kl
and WT NeuN+ samples. d. mRNA levels of Onecut1 in bulk striatal tissue of 2, 6 a,nd 10 month-old HD Q140 KI and WT mice (RNAseq data
by 10). mRNA levels, reads per kilobases (RPK). Statistics show adj. Pval, multiple testing correction was performed using the Benjamini-
Hochberg method. e. Left, Boxplot showing euchromatinization score of cluster 1 genes (i.e. developmental transcription factors) in HD Kl
and WT NeuN+ samples that were generated using 2, 6 and 10 monthold mice (left). Right, linear regression computed using cluster 1 mean
euchromatinization score (used as an epigenetic clock) shows distortion between chronological and epigenetic ages in striatal neurons of HD
KI mice (green area), which reflects accelerated epigenetic aging. f. Boxplots showing H3K27ac (top) and H3K27me3 (bottom) z-scores for
cluster 1 genes in HD KI and WT NeuN+ samples generated using 2, 6 and 10 month-old mice. g. Plots showing H3K27ac, H3K27me3 and
euchromatinization zscores for Cbx4 and Cbx8 gene, in 2, 6 and 10 month-old HD KI and WT NeuN+ samples. h. mRNA levels of Cbx4 and
Cbx8 in bulk striatal tissue of 2, 6 a,nd 10 month-old HD Q140 Kl and WT mice (RNAseq data by 10). mRNA levels, reads per kilobases (RPK).
Statistics show adj. Pval, multiple testing correction was performed using the Benjamini-Hochberg method. i. Metaprofiles showing H3K27ac
and H3K27me3 mean signals at cluster 1 gene promoters in HD Kl vs WT NeuN+ samples prepared using 2, 6 and 10 month-old mice. j. Above
H3K27ac and H3K27me3 metaprofiles were grouped according to age. k. Gene set enrichment analysis showing showing module normalized
enrichment score (NES)identified by CEMiTool analysis using euchromatinization index. M2 and M4 modules include Onecutl and Glis1,
respectively. I. Overlap between M2 (green) and clusterl (blue) genes. Statistics of overlap (P) was assessed using a binomial test.

Down-regulation of M4 genes was specific to dSPN, at least in 6-month-old HD Kl mice,
suggesting greater contribution of dSPN to loss of homeostatic response in HD (Extended Data

Fig. 6g and Fig. 7d).

Interestingly, the anti-senescence transcription factor Glis1%* was among M4 genes
(Fig. 7b). In WT striatal neurons, Glis1 was derepressed over time, primarily due to reduction
of H3K27me3, particularly between 2 and 6 months of age (Fig. 7e,f). Age-dependent de-
repression of Glis1 was suppressed in HD KI mice, resulting in decreased expression of Glis1
when compared to WT upon aging (Fig. 7e,f), indicating Glis1-mediated anti-aging response is
attenuated as HD striatal neurons age. Glisl is lowly expressed in differentiated cells.
Interestingly, it is particularly low in SPN vs astrocytes and, within SPN, it is reduced in iSPN vs
dSPN (Fig. 7g). Thus, there is a degree of correlation between Glis1 cellular levels and
vulnerability to the HD gene. Further, Glis1 was specifically down-regulated in dSPN of HD
mice (Fig. 7g,h), and GLIS1 protein was significantly decreased in HD mouse striatum (Fig. 7i).
Together, this raises the intriguing possibility that low physiological levels of Glis1 (lower in
iSPN vs dSPN) and suppression of Glis1 derepression during aging (greater in dPSN vs iSPN)
contribute to high vulnerability of iSPN and dSPN to the HD gene, respectively, notably
preventing efficient anti-aging response. Collectively, our networkbased analysis identifies
stress response module, including the anti-aging Glis1 gene, that is abnormally regulated in

HD vulnerable neurons.
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Fig.36/Fig.7 Epigenetic regulation of stress response during aging is abnormal in HD mouse striatal neurons

a. Top 10 predicted transcriptional regulators (ChEA) enriched in M4 module. b. Network functional analysis of M4 genes. Green dots
represent M4 genes, blue dots, enriched regulatory transcription factors identified by ChEA analysis, pink dots, enriched BP and grey dots,
enriched KEGG pathways. The red-green arrow highlights Glis1. c. Boxplot showing z-scores of expression values of M4 genes in the striatum
of HD Q140 Kl and WT mice of 2, 6 and 10 months of age (RNAseq data by 10). Statistical analysis was performed using Kruskal-Wallis test
and Bonferroni correction for multiple testing. d. Boxplot showing z-scores of expression values of M4 genes in astroglia, dSPN and iSPN of 6
month-old HD Q175 KI (HD KI) and control (CT) mice. Statistical analysis was performed using Kruskal-Wallis test and Bonferroni correction
for multiple testing. e. Plots showing H3K27me3 z-score values at Glis1 gene, in 2, 6 and 10 month-old HD Kl and WT NeuN+ samples. f. mRNA
levels of Glis1 in bulk striatal tissue of 2, 6 and 10 month-old HD Q140 KI (HD KI) and control (CT) mice (RNAseq data by 10). g. mRNA levels of
Glis1 in striatal astroglia, dSPN and iSPN of Q175 knockin (HD K1) and control (CT) mice (right, RNAseq data by 11). h. mRNA levels of Glis1 in
dSPN and iSPN of HD R6/2 (HD R6/2) and control (CT) mice (right, RNAseq data by 11). mRNA levels, reads per kilobases (RPK). Statistics show
adj. Pval, multiple testing correction was performed using the Benjamini-Hochberg method. i. Left, immunoblots showing Glis1 proteins in the
striatum of R6/1 and WT mice. Male and female animals are indicated. Right, bargraph showing quantifications of Glis1 protein levels. Values
were normalized to total proteins ( + sem). Statistical analysis was performed using unpaired t-test.
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Discussion

Here we have performed cell-type-specific and temporal histone modification profiling
in HD mice. Our data show accelerated erosion of epigenetic information in HD vulnerable
neurons, promoting a loss of cellular identity. Particularly, developmental genes undergo
accelerated de-repression in HD striatal neurons, which results from depletion of PcG protein-
mediated histone marks (e.g. H3K27me3 and H2AK119ub) and gain of histone acetylation (e.g.
H3K9ac, H3K18ac, H3K27ac). Our data provide additional insight into the mechanism
underlying accelerated de-repression of developmental genes in HD striatal neurons, showing
paralog switching between PRC1-CBX genes that promotes PRC1-CBX stoichiometry
characteristic of immature neurons. Noticeably, this is the first study implicating PRC1 in
epigenetic aging. Furthermore, we defined H3K27ac/H3K27me3-based euchromatin score,
which applied to subcluster of bivalent developmental transcription factors can be used as a
neuronal epigenetic clock. Euchromatin score further revealed abnormal trajectory of stress
response genes over time in HD striatal neurons, and identified anti-aging GLIS1 factor that
might contribute to both intrinsic and HD gene-mediated vulnerability of SPN. Thus, we
propose that altered regulation of stress response in HD vulnerable neurons triggers their

accelerated epigenetic aging and dysfunction.

Previous transcriptomic studies showed that down-regulated genes in the striatum of
HD patients and mouse models are enriched in SPN identity genes, suggesting cellular identity
of wvulnerable neurons is compromised in HD!%-122224  Epigenomic studies supported
epigenetically driven mechanism, since H3K27ac was depleted at SPN identity genes®°. Here,
our cell-type-specific and temporal profiling showing that developmental genes are
progressively euchromatinized and transcriptionally activated in HD mouse striatal neurons
support the view that loss of identity of HD SPN results from both repression of identity genes
and de-repression of developmental genes. Due to the scarcity of human data, particularly the
lack of temporal epigenomic and transcriptomic data, it is difficult to extend the results to
humans. Nonetheless, it is striking that strongly up-regulated genes in SPN of HD patients
includes ONECUT1Y, suggesting de-repression of developmental genes also occurs in humans.
Cellular aging leads to erosion of epigenetic information, which is characterized by
derepression of developmental genes and repression of cellular identity genes, resulting in a

loss of cellular identity and function’-?°. This raises the exciting hypothesis that the propensity
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for epigenetic erosion of HD SPN underlies their vulnerability. The conclusion might somehow
extend to vulnerable cortical neurons, since transcriptomic study shows that developmental
genes, including ONECUT1 and PAX6, are up-regulated in vulnerable neurons of layer 5a but
not in the resilient Betz cells in postmortem brains of HD patients 16. Strikingly, similar
mechanism might occur in Alzheimer disease (AD). Transcriptomic and chromatin accessibility
changes associated with AD showed epigenetic erosion and loss of cellular identity in AD
affected brain cells?®. Particularly, chromatin accessibility and expression of developmental
genes was increased in AD cortical neurons?®. Though time course analysis is lacking with those
human data, this suggests AD vulnerable neurons undergo accelerated epigenetic aging, and
that perhaps common epigenetic underpinning contribute to neuronal vulnerability in HD and

AD.

The quantification of cellular aging using epigenetic clocks essentially relies on bulk
tissue analysis of few DNA methylation sites?’. Such a DNA clock was used to show that
epigenetic aging is accelerated in the cortex of HD patients?®. However, DNA clocks are
universal clocks, which do not capture cell-type-specific changes. Moreover, they lack
functional readout, which limits the understanding of the biology of aging. Recently, cell-type-
specific transcriptomic clocks were developed to measure the contribution of different brain
cells to brain aging?. Here we show that cell-type-specific histone modifications (i.e. H3K27ac
and H3K27me3) can also be used as cell-type specific epigenetic clocks. Specifically, we show
that euchromatin score at developmental transcription factors, which takes into consideration
H3K27ac and H3K27me3 signals, can precisely measure acceleration of epigenetic aging in HD
striatal neurons. Future studies might determine whether the approach could be extended to

additional cell-types and pathologies.

It is believed that bivalent chromatin state, defined as the simultaneous presence of
H3K4me3 and H3K27me3, poises important regulatory genes for expression or repression
during cell-lineage specification3%3!, Gene bivalency is also observed in differentiated cells,
including striatal neurons, though functional relevance of bivalent chromatin state in mature
cells remains elusive332, Consistent with our results, PRC2 deficiency in mouse striatal
neurons led to de-repression of bivalent developmental transcription factors as well as

progressive neurodegeneration, which is reminiscent to HD32. Together, these results support
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the view that preserving bivalent chromatin state at developmental genes is critical to

maintaining cellular identity and preventing cellular aging.

HTT interacts with PRC2 and was found to control bivalent gene regulation during
neural differentiation33. Thus, it is possible that mutant HTT enhances accelerated de-
repression of developmental genes via direct mechanism. However, de-repressed
developmental transcription factors in HD striatal neurons also showed PRC1-dependency.
This is consistent with results showing that up to 40% of bivalent genes are marked with both
H3K27me3 and H2AK119ub in embryonic stem cells and other cells, and that co-marked genes
are enriched in genes encoding developmental transcription factors 3134, Supporting critical
implication of PRC1 in accelerated loss of cellular identity of HD striatal neurons, we provide
evidence for progressive Cbx6/7 to Cbx2/4/8 paralog switching, resulting in PRC1-CBX
stoichiometry associated with neural differentiation?®!°. PRC1-CBX proteins bind H3K27me3
and induce chromatin compaction, promoting phase separation-driven molecular
condensates, thanks to intrinsically disordered region (IDR)'®3>3 However, PRC1-CBX
stoichiometry determines condensate formation, due to distinct phase separation capacities
of the different PRC1-CBX proteins. In cells, CBX2/4/7/8 appear as defined condensates,
though CBX7, lacking IDR, shows low chromatin compaction activity3®-*L. In contrast CBX6 does
not form condensates in cells'®38, Further, in vitro study supports a model where PRC1-CBX2
acts as a scaffold initiating PRC1 condensate formation, which can then recruit PRC1-CBX4/7/8
but not PRC1-CBX63%. CBX6 is the predominant PRC1-CBX isoform in SPN. Thus, an attractive
hypothesis is that changes in PRC1-CBX stoichiometry in HD vulnerable neurons affects phase
separation and chromatin compaction activities, which triggers epigenetic reprogramming

that promotes loss of cellular identity.

The information theory of aging posits that DNA repair mechanism is the driving force
67, However, the mechanism that links DNA repair and epigenetic aging is unknown. PRC1,
which coordinates DNA repair and transcriptional machineries, might be a missing link#%43.
Specifically, PRC1 promotes chromatin compaction and transcriptional silencing at damaged
genes and promotes DNA repair®#4, Interestingly, human and mice studies have linked DNA
repair and HD*>C, First, GWAS studies show that HD modifiers are enriched in DNA repair
genes, notably genes that modulate somatic CAG instability*’. Second, Huntingtin (HTT), the

protein mutated in HD, is implicated in DNA damage response (DDR) and mutated HTT impairs
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DDR>%*2, Third, mutated HTT progressively forms toxic nuclear aggregates, which can recruit
chromatin regulators and modify their activities, though it is yet unclear whether this includes
PRC1°3°6, Nonetheless, PRC1 is a good candidate to convey HD-associated DNA

damage/repair mechanisms to erosion of epigenetic information in vulnerable neurons.

Finally, we identified module enriched in stress response genes euchromatinized at
prodromal disease stage and then epigenetically repressed at symptomatic stage in striatal
neurons of HD mice. This is in line with studies showing that neurodegenerative conditions
lead to impaired stress response and homeostasis regulation’. Further, shape deformation
analysis support loss of transcriptional regulation of homeostatic responses over time in HD
striatal neurons®’. Our data suggest epigenetic underpinning. Noticeably, the stress response
module comprised the anti-aging gene Glis1. GLIS1 enhances somatic cell reprogramming
when expressed with the Yamanaka factors OCT4, SOX2 and KLF4 (OSK)?2. Interestingly, GLIS1
was sufficient to reprogram senescent cells into pluripotent cells, and transient expression of
OSK factors could rejuvenate aged cells, reverting epigenetic erosion and loss of cellular
identity”21°°, Thus, it is likely that GLIS1 counteracts epigenetic erosion in aging cells. HD
transcriptomic data support a role for GLIS1 in SPN vulnerability: Glis1 was moderately
expressed in dSPN and reduced in HD vs WT conditions, while it was low expressed in both HD
and WT iSPN, suggesting that GLIS1 contributes to both disease-associated and intrinsic
vulnerability mechanisms. Collectively, our data provide new conceptual frame to fight HD,

highlighting major role of epigenetic aging in the disease.

Methods

Animals

Heterozygous Q140 KI mice and heterozygous R6/1 mice were maintained on C57BL/6J
genetic background. All animal studies were conducted in accordance with French regulations
(EU Directive 2010/63/UE—French Act Rural Code R 214-87 to 126). The animal facility was
approved by veterinary inspectors (authorization no. E6748213) and complies with the
Standards for Human Care and Use of Laboratory Animals of the Office of Laboratory Animal
Welfare. All procedures were approved by local ethics committee (CREMEAS) and French

Research Ministry (no.APAFIS#31527 2021051713407251v3, APAFISH#11532-
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2017092618102093v7 and no. APAFIS#504-2015042011568820_v3). Mice were housed in a
controlled-temperature room maintained on a 12 h light/dark cycle. Food and water were
available ad libitum. Genotyping was performed by PCR, using ear-skin DNA obtained from 1-
month-old mice with primers amplifying the CAG repeat region within the exon 1 of the
Huntingtin gene. For molecular analyses, mice were killed by cervical dislocation and their
striata were rapidly dissected, snap frozen and stored at -80 °C. Both male and female animals

were used in the experiments, and WT littermates were used as controls.
Fluorescence activated nuclear sorting - crosslinked nuclei (ChIP)

Cell-type specific nuclear purification was performed using fluorescent activated nuclear
sorting, as described®. Briefly, frozen striatal tissue from WT and R6/1 animals was
homogenized in ice-cold PBS supplemented with 1x Protease Inhibitors Cocktail (PIC,
cOmplete EDTA free, Roche) and cross-linked in 1% formaldehyde for 15min at room
temperature. Cross-linking was stopped by the addition of glycine to final concentration
0.125M and tissue was washed using ice-cold PBS. Cells were then lysed in Cell Lysis Buffer
(10mM Hepes pH8; 85mM KCl; 0.5% NP-40) and nuclei were collected after treatment with
Nuclear Extraction Buffer (0.5% SDS, 10mM EDTA pH8, 50mM Tris). Purified nuclei were then
resuspended in PBTB (PBS 1x, 5% BSA, 0.5% Tween-20) + 1x PIC, 3% Normal Horse Serum

(NHS) and stained using NeuN antibody (1:1000, Merck Millipore). After washing, nuclei were
labelled with Alexa Fluor 488 donkey anti-mouse IgG antibody (1:1500) and washed with ice-
cold PBS. Immunostained nuclei were sorted using BD Aria Fusion flow cytometer, recovered

in ice-cold 1x PBS, pelleted and stored at —80 °C for posterior ChIP-seq experiments.
Fluorescence activated nuclear sorting - non crosslinked nuclei (CUT&Tag)

Briefly, frozen striata were pulverized using a grinder and pestle settle on dry ice and
reconstituted in PBS 1x supplemented with 1x PIC. Cell lysis and nuclear extraction were
performed by a 10-min incubation in LB1 buffer (50mM HEPES pH7.5, 140mM NaCl, 1mM
EDTA pH8, 10% glycerol, 0.5% NP-40, 0.25% Triton X-100, 1x PIC) and mechanical dissociation
in a glass douncer. Nuclei were then filtered with a 50-um pore size cell strainer (Sysmex
Celltrics) and stained using NeuN antibody conjugated to AlexaFluor 405 (Novus Biologicals,
1B7 AF405) or AlexaFluor 467 (Abcam, EPR12763, AF647 (Ab190565)). Nuclear suspension

was then sorted using BD FACS ARIA Il flow cytometer.
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Chromatin Immunoprecipitation (ChiP)

FANS-ChiPseq. NeuN+ and NeuN- sorted nuclei from 15-20-week-old R6/1 mice and WT
littermates were used. Chromatin was extracted from nuclei by sonication and divided to allow
immunoprecipitation of the same extract with H3K27ac, H3K27me3 antibodies and Input
controls (1 million nuclei per ChIP was used). ChIPseq data were replicated through two
independent experiments. ChIPseq was performed as described® using antibodies targeting
H3K27ac (ab4729,Abcam) and H3K27me3ac (C15410195, diagenode). Briefly, nuclei were
suspended in Sonication buffer (50mM HEPES pH7.9, 140mM NaCl, 1ImM EDTA, 1% Triton X-
100, 0.1% NaDOC, 0.1% SDS, 1x PIC) and sonicated to obtain DNA fragments < 500 bp using
Covaris E220Ultrasonicator (Covaris). The soluble chromatin fraction was pretreated with
protein A Agarose/Salmon Sperm DNA (16-157, Sigma-Aldrich) for 45 min at 4 °C.
Subsequently, samples were incubated overnight at 4 °C with corresponding primary
antibodies. Protein A Agarose/Salmon Sperm DNA was then added and the mixture was
incubated for 3h at 4 °C in a shaker. Agarose beads were washed, protein-DNA complexes
were eluted from the beads and de-crosslinked overnight with RNAse A at 65 °C. Proteins were
eliminated by 2 h incubation at 45 °C with Proteinase K, and DNA recovered using Qiagen

MiniElute PCR Purification Kit.

Bulk ChIPseq. Striatal tissues from 15-20-week-old R6/1 mice and WT littermates were used.
Two biological replicates were generated. ChIPseq was performed as described 9 using
antibody targeting H2AK119ub (8240, cell signaling). Briefly, pooled tissues were cut into small
fragments, fixed in 1% formaldehyde and incubated for 15 min at room temperature. Cross-
linking was stopped by the addition of glycine to final concentration 0.125 M. Tissue fragments
were washed with cold PBS supplemented with protease inhibitors. The tissues were then
mechanically homogenized in sonication buffer to obtain a homogeneous solution, then the
protocol was the same as the one described for sorted nuclei, starting by sonication using

Covaris E220 Ultrasonicator (Covaris).
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FANS-CUT&Tag

NeuN+ and NeuN- sorted nuclei from 15-20 week-old R6/1 mice and WT littermates were used
(NeuN+ samples: n=2 biological replicates). Sorted nuclei preparation was divided to allow
immunoprecipitation of the same extract with H3K9ac (Ab4441, Abcam), H3K18ac
(C15410139, Diagenode) and IgG control (C15410206, Diagenode) with 50 000
nuclei/CUT&Tag. For temporal CUT&Tag experiment on Q140 Kl mice and WT littermates,
NeuN+ sorted nuclei from 2, 6, 10 monthold mice were used. Three biological replicates were
generated. Sorted nuclei preparations were divided to allow immunoprecipitation of the same
extract with H3K27ac (ab4729, Abcam), H3K27me3 (C15410195, diagenode) and IgG control
(C15410206, Diagenode), using 50 000 nuclei/CUT&Tag. CUT&Tag was essentially performed
as described*. Briefly, concanavalinA-coated beads (93569S, Cell signaling) were added to

nuclei suspension at room temperature under rotation to attach nuclei. Then

corresponding primary antibodies were incubated overnight at 4 °C. Beads-nuclei complex
were washed and incubated 1h at RT with proteinA-Transposase5 complex (C01070001,
Diagenode) to a final concentration of 1:250. Tagmentation was done by incubating samples
1h in MgClI2 at 37°C, then proteins were eliminated by 1h incubation in SDS and Proteinase K

at 55°C. DNA was recovered using Qiagen MinElute PCR Purification Kit.
Library preparation & sequencing

ChiPseq. ChIP samples were purified using Agencourt AMPure XP beads (Beckman Coulter)
and quantified with Qubit (Invitrogen). ChIP-seq libraries were prepared from 2 ng of double-
stranded purified DNA using the MicroPlex Library Preparation kit v2 (C05010014, Diagenode),
according to manufacturer’s instructions. Illumina compatible indexes were added through
PCR amplification (7 cycles). Amplified libraries were purified and size-selected using
AgencourtR AMPureR XP beads (Beckman Coulter) to remove unincorporated primers and
other reagents. Prior to analyses, DNA libraries were checked for quality and quantified using
a 2100 Bioanalyzer (Agilent). Libraries were sequenced on lllumina Hiseq 4000 sequencer as
paired-end or single-end 50 base reads following Illumina’s instructions. Image analysis and

base calling were performed using RTA 2.7.3 and bcl2fastq 2.17.1.14.

CUT&Tag. CUT&Tag libraries were prepared from the eluted double-strand DNA using
NEBNext HiFi 2x PCR master mix (BioLabs) and llluminas compatible indexes (20091654,
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Illumina Nextera) (13 cycles). Amplified libraries were purified and size-selected using SPRI
select beads (B23317, Beckmann Coulter) at 1.3 time, two times consecutively. Prior to
sequencing, DNA libraries were checked for quality and quantified using a 2100 Bioanalyzer
by Agilent high sensitivity DNA kit. Libraries were sequenced on an lllumina NextSeq 2000
sequencer as paired-end 50 base reads. Image analysis and base calling were performed using

RTA version 2.7.7 and BCL Convert version 3.8.4.
Sequence alignment, peak detection and annotation, differential analysis

ChIPseq. Reads were mapped onto mouse reference assembly GRCm38/mm10 using Bowtie2
v2.4.3. aligner 60. Reads which mapping quality is below 10 were removed using samtools
v1.15.1 61. Prior to peak calling, biological replicates were pooled using samtools merge
v1.15.1. Then, peak calling was done using SICER v1.1 62 with the following parameters:
window size: 200; FDR controlling significance: 1e-2, Gap size parameters were determined
according to the score value estimated by SICER: selected values of gap sizes are 1000 for
H3K27ac and 1400 for H2AK119ub and H3K27me3. Peak were annotated relative to genomic
features using Homer v4.11. Differential enrichment analysis of H2AK119ub ChIPseq data was

done using SICER v1.1 with the following parameters: Species: mm10;

Effective genome size as a fraction of reference genome: 0.74; Threshold for redundancy
allowed for treated reads: 1; Threshold for redundancy allowed for WT reads: 1; Window size:
200 bps; Fragment size: 200 bps. The shift for reads is half of 200. Detected peaks were
combined to get the union of all peaks using the tool Bedtools merge v2.30.0 63. Differential
enrichment analysis (H3K27ac and H3K27me3 ChlPseq) was done with DESeq2 bioconductor
library (DESeq2 v1.34.0) using R_v3.3.2, and data were normalized using the method proposed
by Anders and Huber® using read counts per peaks. Then, comparisons of interest were
performed using the method proposed by ©°. Resulting p-values were adjusted for multiple
testing using the Benjamini and Hochberg method. Enriched and depleted peaks were defined

using adj p-value < 10e-5 (SICER) and < 0.1 (DESeq?2).
CUT&Tag. Data were preprocessed with Cutadapt v4.0 to trim adapter sequences (Nextera

Transposase Sequence) from 3’ end of reads. Cutadapt was used with the following
parameters ‘~-aCTGTCTCTTATA -A CTGTCTCTTATA -m 25:25’. Reads were mapped to Mus

musculus genome (assembly mm10) using Bowtie2 (Langmead and Salzberg 2012) v2.5.0 with
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default parameters except for “—end-to-end —very-sensitive —no-mixed —no-discordant -1 10 -
X 700”. The following table shows the number of reads aligned to the Mus musculus genome.
Prior to peak calling, biological replicates were pooled using samtools merge. Then, peak
calling was done with SICER with the following parameters: window size: 200; FDR controlling
significance: le-2. Gap size parameters were determined according to the score value
estimated by SICER: selected values of gap size are 600, 400, 800 and 1200 for H3K18ac,
H3K9ac H3K27ac and H3K27me3, respectively. Differential enrichment

analysis performed using the SICER, similar to ChIPseq analysis.
Data analysis and visualization

Browser views of gene tracks, ChIP-seq data and peaks were shown using Integrated Genomics
Viewer (IGV; broadinstitute.org/igv). Principal Component Analysis (PCA), volcano plots,
correlative heatmaps, boxplots, venn diagrams and scatter plots were generated using R for
global comparison of samples and replicate analyses. Clustering analysis were performed with
seqMINER v1.3.3g% using Refseq genes of mouse mm10 genome as reference coordinates or
using Galaxy (Version 3.5.1.0.0). Metaprofiles were generated using Galaxy®’. Reference
regions were used as defined in results, blacklisted regions were removed, and signals were
centered on Transcription start site or gene bodies. Functional enrichment analyses were

performed with EnrichR (https://maayanlab.cloud/Enrichr/) using GO Biological Process 2023,

ChEA 2022, and HDsigDB Mouse 2021 databases, and visualized with ggplot2 v3.5.0 using R
68. Euchromatinization score was computed using DESeq2 analysis. H3K27ac and H3K27me3
normalized read count per gene was calculated, as described®, and z score values were
calculated for each gene. Euchromatinization score per gene corresponds to H3K27ac —
H3K27me3 zscore values. Co-expression analysis using co-expression modules identification
tool (CEMiTool)®®(https://cemitool.sysbio.tools/) was performed using euchromatinization
index calculated subtracting H3K27me3 to H3K27ac normalized read count per gene values
(variance filter (P-value): 0.2; Variance stabilizing transformation: ON). Integrations were
performed with published and accessible data in gene expression omnibus database:

GSE6577410, GSE152058 11, GSE1570997°.

RNAseq analysis. RNAseq datasets generated in the striatal bulk tissues and cells (dSPN, iSPN,
astroglia) of HD KI mice and R6/2 (GSE6577410, GSE152058 11) were re-analyzed as

described’® starting from fastq files. STAR v2.7.10b was used to map reads and count the

Résultats | 119


https://maayanlab.cloud/Enrichr/

number of reads per gene using mm10 genome assembly’! and Ensembl GRCm38 release
10272, Read counts were normalized across libraries with the method proposed by Anders and
Huber®*. The method implemented in DESeq2 was used to identify significantly differentially
expressed genes between different mouse genotypes®. Resulting P-values were adjusted for

multiple testing by using the Benjamini and Hochberg method.
Protein expression analyses

One striatum per mouse was lysed and homogenized by pipetting in Laemmli buffer (BioRad),
containing B-mercaptoethanol (1/40 of total volume). Samples were sonicated for 2x10 s
(Bioblock Scientific Vibra Cell 75041, power 30%), heated 10min at 70°C, 5 min at 100 °C,
centrifuged (13,000 rpm, 5 min), and supernatant frozen at — 20 °C. Protein concentration was
measured using the Qubit Protein Assay Kit (ThermoFisher). Protein samples were diluted for
achieving equal protein concentrations and electrophoretic protein separation was carried out
using 4-20% polyacrylamide gels (Criterion 500, BioRad) in TG-SDS buffer (Euromedex).
Proteins were blotted onto nitrocellulose (Midi-Size Nitrocellulose, TransBlot Turbo, BioRad)
using the TransBlot Turbo Transfer System (BioRad). Blots were blocked in 1% milk powder,
then antibody against CBX4 (Cell signaling - 30559), CBX6 (Clinisciences — SC-393040), CBX8
(Cell signaling - 14696), Ezh1 (LS bio — B13973), Ezh2 (Diagenode — C15410039), Suz12 (Cell
signaling — 3737S) and Glis1 (ThermoFisher, 23138-1-AP) were incubated overnight at 4 °C
with 1% milk powder in washing buffer (Tris pH 7,4, NaCl 5 M, Tween 20%, distillated water).
Blots were washed in washing buffer and secondary antibodies were added (horseradish
peroxidase-conjugated whole-goat anti-rabbit/anti-mouse IgG (Jackson Laboratories). After
1lhincubation at room temperature and washes, blots were revealed with ECL (Clarity Western
ECL Substrate, BioRad) and exposed with ChemiDoc Touch Imaging System (BioRad). The
results were quantified using the Imagelab software (BioRad). All the present quantifications

are relative to total protein levels.
Immunohistological analysis

Mice were deeply anesthetized with ketamine/xylazine (100 mg/kg ketamine, 30 mg/kg
xylazine) and intracardially perfused with saline (5 min) and 4% paraformaldehyde (10 min).
Brains were extracted then stored in 20% sucrose in phosphate buffer during 48 h before
freezing them in isopentane. Floating coronal sections (30 um) were cut using a cryostat

(CM3050S, Leica) in serial sections within a block of tissue extending from + 1.34 to + 0.02

120 | Résultats



from Bregma for the dorsal striatum. Sections were stored at — 20 °C in tissue cryoprotective
solution (30% glycerol, 30% ethyleneglycol, 40% phosphate buffer 0.1 M). Upon use, the
sections were washed three times with PBS and incubated with blocking buffer (0.1% Triton-
X-100 and 5% goat serum in PBS) for 1.5 h at room temperature, followed by incubation with
primary antibodies overnight at 4°C. Primary antibodies used were: rabbit anti-CBX8 (#PA5-
109483, Invitrogen), mouse anti-NeuN (MAB377, Millipore), Alexa Fluor 488 AffiniPure
antimouse (#A32723, Invitrogen), Alexa Fluor 594 AffiniPure anti-mouse (#A32754,
Invitrogen). The images were acquired using a microscope Apotome (Apotome.2 Zeiss) and
analyzed using Zen Blue (Zeiss). Counting was performed manually, and the data were blinded
to the assessor to avoid any bias. Where multiple sections from one sample were assessed,
the average of the counts per animal was used. Data are expressed as mean * standard error
of the mean (sem). Statistical analyses were performed using GraphPad Prism software
(version 8.0) and the significance of differences was assessed by two tail unpaired Student’s t
test. The statistical parameters can be found in the figures and figure legends. For better visual
representation, the fluorescence background was subtracted from 50 and a median filter of
0.1 was applied to the red and green channels (CBX8 and NeuN) using FlJI software. These

corrections were not applied to quantified images.
Statistics

For bar plots, centered regions indicate the mean + /-sem, for boxplots, centered regions
indicate the median, box limits, upper and lower quartiles and whiskers, 1.5x interquartile
range. All measurements were taken from distinct samples. For pairwise comparisons of
average, data were tested for normality using the Shapiro’s test. Statistical analyses included
one-sample or two-tailed unpaired Student’s t test, two-way analysis of variance and two-
ways analysis of variance with repeated measures. In case the samples were significantly non-
normal, non-parametric tests, including Kruskal-Wallis, one-sample Wilcoxon and binomial
tests were performed. For multiple comparisons, the Bonferroni correction was applied. P
values < 0.05 were considered to be statistically significant, except when otherwise indicated.
No statistical method was used to predetermine sample size, but our sample sizes are based

on similar, previously established, experimental designs.
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Fig. 37/Fig S1 Cellular identity-associated histone marks are specifically altered in striatal neurons of HD mice.

a. Principal component analyses computed from H3K27ac and H3K27me3 FANS-ChIPseq data generated on R6/1 and WT mice.
b. Genomic distribution of H3K27me3 (up) and H3K27ac (bottom) increased (left, HD>WT) and decreased (right, HD<WT) regions
in R6/1 vs WT NeuN+ ChlIPseq data. c. Metaprofiles showing H3K27ac and H3K27me3 mean signals in WT and R6/1 NeuN+ (left)
and NeuN- (right) samples, at neuronal-specific and glial-specific striatal enhancers. Neuronal-specific and glialspecific striatal
enhancers by °.

Fig.38/Fig S2 Developmental genes are epigenetically de-repressed in striatal neurons of HD mice (page 124)

a. Top 10 predicted transcriptional regulators (ChEA database) enriched in H3K27me3-depleted regions in R6/1 vs WT NeuN+
samples. b. Left, Top 10 gene ontology (GO) processes (biological processes, BP) enriched in H3K27ac-increased regions in R6/1
vs WT NeuN+ samples. Right, Top 10 HD23 related signatures (HDsigDB database) enriched in H3K27ac-enriched regions in R6/1
vs WT NeuN+ samples. ¢, Left, Top 10 predicted transcriptional regulators (ChEA database) enriched in 125 overlapping genes.
Right, Top 10 HD-related signatures (HDsigDB database) enriched in 125 overlapping genes. d. Principal component analyses
computed from H3K9ac NeuN+ FANS-CUT&Tag (left) and H3K18ac NeuN+ CUT&Tag (right) data generated in R6/1 and WT mice.
e. Volcano plots showing H3K9ac (up) and H3K18ac (bottom) differentially enriched regions in R6/1 vs WT NeuN+ samples.
Decreased and increased regions in HD_R6/1 are shown in blue and red, respectively (SICER method, adj. Pval<10-5). f. Genomic
distribution of H3K9ac (up) and H3K18ac (bottom) increased (left, HD>WT) and decreased (right, HD<WT) regions in R6/1 vs WT
NeuN+ ChiPseq data. g. IGV genome browser capture showing H3K27me3, H3K27ac, H3K9ac and H3K18ac signals in R6/1 and
WT NeuN+ and NeuN- samples at Pax6 gene locus. j. mRNA levels of Pax6 in dSPN and iSPN of R6/2 and WT mice (middle,
RNAseq data by 11) and in striatal astroglia, dSPN and iSPN of Q175 knockin (HD-KI-Q175) and control (CT) mice (right, RNAseq
data by 11). mRNA levels, reads per kilobases (RPK). Statistics show adj. Pval, multiple testing correction was performed using
the Benjamini-Hochberg method.
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Fig. 39/Fig. S3 Bivalent promoters are de-repressed in striatal neurons of HD mice

a. Top 10 predicted transcriptional regulators (ChEA database) enriched in the cluster of bivalent promoters. b. Metaprofiles
showing H3K27ac, H3K27me3, H3K9ac and H3K18ac mean signals in WT (blue) and R6/1 (orange) NeuN+ and NeuN- samples
at all promoters. c. Heatmap of z-score expression values of bivalent genes in HD Q175 knockin (HD KI) and WT dSPN and

iSPN (RNAseq data by 11).
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Fig.40/Fig S4 CBX proteins undergo paralog switch in striatal neurons of HD mice

a. Left, Immunoblots showing EZH1, EZH2, SUZ12 and total proteins levels in the striatum of R6/1 and WT mice. Male and female samples
are specified. Right, bargraphs showing EZH1, EZH2, SUZ12 protein levels. Values were normalized to total protein ( B} sem). Statistical
analysis was performed using unpaired t-test. b. mRNA levels of Ezh1, Ezh2 and Suz12 in striatal astroglia, dSPN and iSPN of HD Q175
knockin (HD KI) and control (Q20) mice (RNAseq data by 11). mRNA levels, reads per kilobases (RPK). Statistics show adj. Pval, multiple
testing correction was performed using the Benjamini-Hochberg method. c. mRNA levels of Cbx2, Cbx4, Cbx8, Cbx6 and Cbx7 in striatal
astroglia, dSPN and iSPN of HD Q175 knockin (HD KI) and control (CT) mice (RNAseq data by 11). mRNA levels, reads per kilobases (RPK).
Statistics show adj. Pval, multiple testing correction was performed using the Benjamini-Hochberg method. d. IGV genome browser capture
showing H3K27ac and H3K27me3 signals in R6/1 and WT NeuN+ samples at Cbx6/Cbx7 genomic locus.e. Heatmap of Log2FC (HD / CT)
expression values of PRC1 Cbx paralogs and Onecut1 in bulk striatal and cortical tissues of HD mice (Q140 and Q175 lines) and control mice
(CT) at 2, 6 and 10 months of age (2m, 6m and 10m) (RNAseq data by 10). Statistics show adj. Pval, multiple testing correction was performed
using the Benjamini-Hochberg method. *, adj. Pval <0.05.
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Fig.41/Fig.S5 H2AK119ub is depleted at subcluster of bivalent promoters in the striatum of HD mice

a. Volcano plots showing H2AK119ub differentially enriched regions in R6/1 vs WT striatal tissue. Decreased and increased regions in R6/1 are
represented in blue and red, respectively (SICER method, FDR<10-5). b. Metaprofiles showing H2AK119ub mean signal in WT (blue) and R6/1
(orange) striatum for all genes and from gene start (TSS) to gene end (TES) +/-1kb. c. Top 10 gene ontology (GO) processes (biological processes,
BP) enriched in H2AK119ub-depleted regions (left) and H2AK119ub-increased regions (right). d. Top 20 predicted transcriptional regulators
(ChEA) enriched in cluster 1 and cluster 2. e. Boxplot showing H3K27ac, H3K9ac and H3K18ac signal variations in R6/1 vs at cluster 1 and cluster
2 gene promoters. Statistical analysis was performed using Kruskal-Wallis test and Bonferroni correction for multiple testing. f. Boxplots
showing mRNA levels of genes in cluster 1 and cluster 2 in striatal astroglia, iSPN and dSPN of HD Q175 knockin mice (HD Kl) and control mice
(CT) (RNAseq data by 11). Fold change (FC) of HD/WT values are shown. mRNA levels, reads per kilobases (RPK).
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Fig.42/Fig.S6 De-repression of neurodevelopmental genes is an aging signature accelerated in striatal neurons of HD mice

a. Principal component analyses computed from H3K27ac and H3K27me3 NeuN+ FANS-CUT&Tag data generated on HD Q140 KI (HD Kl)
and WT mice of 2, 6 and 10 month-old. b. H3K27ac and H3K27me3 differentially enriched regions HD Q140 KI (HD) vs WT samples. c. Top
10 gene ontology (GO) processes (biological processes, BP) enriched in H3K27ac-increased regions in HD Kl vs WT NeuN+ samples at 10
months of age. d. Top 10 gene ontology (GO) processes (biological processes, BP) enriched in H3K27me3-depleted (top) and H3K27me3-
increased (bottom) regions in HD KI vs WT NeuN+ samples at 10 months of age. e. IGV genome browser capture showing H3K27ac and
H3K27me3 signals at Cbx2/4/8 genomic locus, in HD KI and WT NeuN+ samples at 2, 6 and 10 months. f. mRNA levels of Cbx2, Cbx6 and
Cbx7 in bulk striatal tissue of 2, 6 and 10 month-old HD Q140 Kl and WT mice (RNAseq data by 10). mRNA levels, reads per kilobases (RPK).
Statistics show adj. Pval, multiple testing correction was performed using the Benjamini-Hochberg method. g. Boxplot showing z-score
expression values of M1,M2, M3 and M4 genes generated using co-expression module analysis on euchromatinization index in iSPN and
dSPN of 6 month-old HD KI Q175 and control (CT) mice. RNAseq data by 11. Statistical analysis was performed using Kruskal-Wallis test
and Bonferroni correction for multiple testing. h. Top 10 gene ontology (GO) processes (biological processes, BP), predicted transcriptional
regulators (ChEA) and HD signatures (HDsigDB) enriched in M2 module.
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Fig.43/Fig S7 Epigenetic regulation of stress response during aging is abnormal in HD mouse striatal neurons

a. Top 10 gene ontology (GO) processes (biological processes, BP) and HD signatures (HDsigDB) enriched in M4 module.
b. Left, mRNA levels of Nr3c1 (top) and Stat3 (bottom) in bulk striatal tissue of 2, 6 and 10 month-old HD Q140 KI (HD KI)
and control (CT) mice (RNAseq data by 10. Right, mRNA levels of Nr3c1 (top) and Stat3 (bottom) in striatal astroglia, dSPN
and iSPN of Q175 knockin (HD Kl) and control (CT) mice (right, RNAseq data by 11). mRNA levels, reads per kilobases (RPK).
Statistics show adj. Pval, multiple testing correction was performed using the Benjamini-Hochberg method.
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Axe 2 :

Impact de I'EE sur le comportement et les régulations
épigénétiques et transcriptionnelles striatales de souris

modeles de la MH
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1. Enrichissement environnemental par un hébergement standardisé

Pour identifier les mécanismes biologiques impliqués dans la résilience des neurones
striataux dans le contexte Huntington -plus particulierement les mécanismes épigénétiques
et transcriptionnels- nous avons eu recours a un EE, démontré dans de nombreuses études
comme protecteur des symptémes biologiques et comportementaux de la MH (Novati et al
2022). Pour pallier a la variété des protocoles d’enrichissement existants dans la littérature,

nous avons utilisé une cage d’enrichissement standardisée (Fares et al 2012)(Fig.44).

Cage Marlau

Etage inférieur Etage supérieur

Toboggan accés inférieur

Compartiment
avec acces
a la nourriture

Trappes & ouverture

uni-directionnelle L
E‘ - : - £ r

N [1

L
M l 8 —— Labyrinthe
: _g_

Compartiment principal:

Eau

Roues d’activités

Matériel de nidification et abri

Fig. 44 Cage Marlau

La cage Marlau utilisée pour héberger les animaux en EE est une cage a 2 étages partagée en plusieurs compartiments.
Le compartiment principal contient des roues d’activité en libre acces, du matériel de nidification et un abri ainsi que
I'accés a la boisson. Pour accéder au compartiment avec I'accés a la nourriture, les animaux doivent passer par le
compartiment supérieur et traverser un labyrinthe. (Fares et al 2012).
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Des souris R6/1 et contréles (WT, issues des mémes fratries que les R6/1), males et
femelles, ont été placées dés la séparation maternelle (a I’age de 4 semaines) et pendant 9
semaines, en environnement enrichi (EE) ou standard (SE), de maniére a influer sur I’évolution
de la pathogenese le plus précocement possible, a un stade présymptomatique de la MH. L'EE
a consisté en un hébergement en cage Marlau : ces cages permettent un enrichissement
multiple, en favorisant a la fois I'activité physique par une superficie importante et la présence
de roues d’activité en libre acces, en stimulant la cognition par la présence d’un labyrinthe -
changé 2 fois par semaines- que les animaux doivent traverser pour accéder au compartiment
avec acces a la nourriture, et en permettant des interactions sociales, les animaux étant
hébergés par 16 dans la cage (Fares et al 2012). En parallele, les souris hébergées en SE ont
été maintenues par 2 ou 3 dans des cages d’hébergement standard avec du matériel de
nidification pour seul enrichissement (Fig.45). Pour éviter toute variabilité dans les résultats,
les animaux en EE et SE ont été répartis dans les cages de facon équilibrée selon leur génotype.

Durant cet hébergement, les animaux ont été pesés toutes les 2 semaines.

A l'age de 13 semaines, les animaux ont été testés avec une batterie de tests
comportementaux en vue de définir le bénéfice comportemental de I'EE. Cet age a été choisi,
d’apres les résultats préalables de I'équipe ayant défini un phénotype comportemental
modéré des souris R6/1 a cet age. Les tests comportementaux ont été réalisés en aveugle,
durant la phase diurne, et partagés sur 3 cohortes d’animaux. La cohorte 1 a effectué des tests
visant a évaluer la balance anxiété-exploration (boite claire/obscure et champ ouvert),
I'activité locomotrice, les capacités motrices et I'apprentissage moteur procédural (actimétrie,
champ ouvert, test de la barre et rotarod accélérant), et la motivation (nidification et
préférence a la saccharine). La deuxi@éme cohorte a subi un test comportemental s’étalant sur
6 jours et visant a évaluer la mémoire égocentrique spatiale des animaux. A cette fin, le test
du double-H qui permet la discrimination entre I'acquisition d’'une mémoire allocentrique -qui
dépend de I'hippocampe- vs egocentrique -qui dépend du striatum- a été utilisé (Pol-Bodetto
et al 2011, Cassel et al 2012, Alcala-Vida, Lotz et al annexe2). La réalisation de ce test a été
partagée entre deux expérimentateurs, une partie des animaux ayant été testée par J.Scuto
(stage de master 2), et I'autre par moi-méme. Les animaux de cette cohorte ont été mis a mort
a l‘age de 14 semaines, 1h apres la tache de rappel. Les données préalables de I'équipe ont

montré que dans ces conditions, les régulations transcriptionnelles et épigénétiques striatales
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associées au processus de mémoire égocentrique sont altérées chez les souris R6/1 (Alcala-
Vida, Lotz et al annexe2). Les striata ont été disséqués sur glace et congelés a -80°C en

attendant d’étre utilisés pour les analyses moléculaires omiques (RNAseq et CUT&Tag) (Fig.45,

annexel).
WT /R6/1
4 sem. 13 sem. 14 sem. RNAseq
Striatum entier -
| Enrichissement ou standard | Test 1 d : a_
I. I .
Dissection
du striatum

SéparV Isolement
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@ Labyrinthe Clair/Obscur Double-H
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1 Roue d'activité 3
@ [Acltl:iritéaph':;izue,.-'bien-étre] Champ ouvert hgoshpiote
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Fig. 45 Design expérimental

Pour étudier les effets comportementaux et moléculaires d’un EE, des animaux R6/1 et WT ont été hébergés en cage Marlau (un EE
stimulant I'activité physique, les interactions sociales et la cognition), ou en condition standard, de I’dge de 4 a 13 semaines. Les souris
ont ensuite été isolées pour passer une batterie de tests comportementaux mesurant les niveaux d’anxiété, d’activité, de motivation
et de capacités cognitives des animaux. La cohorte ayant été testée par le test de doubleH a été mise a mort 1h apres le probe et le
striatum a été prélevé pour la réalisation d’études moléculaires telle que le séquengage des ARN.

2. L’hébergement en cage Marlau permet de restaurer le phénotype

Huntington des modéles R6/1

L’'ensemble des tests comportementaux ont été réalisés sur des animaux males et
femelles (détails en annexel). Par souci de clarté, les différences comportementales liées au

sexe ne sont présentées que lorsqu’elles sont significatives.
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2.1 L'EE permet de ralentir la perte de poids des R6/1 males

La moyenne de pesée de I'ensemble des animaux, effectuée tout au long de
I’hébergement en EE et SE ne permet pas de conclure d’un impact de I'enrichissement sur le
poids (Fig.46a). L'évolution au cours du temps démontre une différence des profils selon les
sexes. Les femelles gagnent du poids au fur et a mesure du temps quel que soit la condition
expérimentale, tandis que I’ANOVA a 3 facteurs démontre des différences liées au génotype
et a I'enrichissement chez les males. Particulierement, les males R6/1 ont une prise de poids
significativement diminuée a partir de 7 semaines en SE -soit 11 semaines d’age- par rapport
aux R6 EE et aux WT SE (Fig.46b). Ainsi, il apparait que I'EE induit une prise de poids chez les
souris males controles et R6/1, ce qui chez les souris R6/1 permet de restaurer une
normalisation du poids. Le fait que les males R6 EE aient tendance a étre plus lourds dés la
premiére pesée pourrait atténuer cette conclusion, mais la comparaison des poids des R6
démontrant une différence significative a 9 semaines (p-valeur=0.027) non existante a 1
semaine (p-valeur=0.15)(Fig.46c) suggére que I'EE permet de ralentir la perte de poids des

souris males R6/1.
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Fig. 46 Evolution du poids des animaux

a. Poids moyen de I'ensemble des animaux du début a la fin de leur hébergement en EE/SE. Statistiques: ANOVA a 2 facteurs,
aucune différence significative entre les conditions (ns). b. Evolution du poids des animaux males (gauche) et femelles (droite) au
cours de I'hébergement en EE/SE et lors de la période de tests comportementaux. Statistiques: ANOVA a 3 facteurs, comparaison
multiple de Bonferroni. # comparaison vs R6 EE; $ comparaison vs WT SE. c. Comparaison de la prise de poids des souris R6 males
entre la pesée au début et a la fin de I’hébergement en EE/SE. Statistiques: ANOVA a 2 facteurs, comparaison multiple de
Bonferroni.
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2.2 L’EE améliore la rythmicité circadienne des souris WT et restaure 'activité des souris

R6/1

2.2.1. Actimétrie

Le niveau d’activité et les capacités locomotrices des animaux ont été étudiés par
différentes approches. Un enregistrement d’actimétrie a été appliqué pour définir le niveau
d’activité spontanée et la régulation circadienne des souris, cependant bien qu’une tendance
a la baisse d’activité globale se dégage pour les souris R6/1, les analyses statistiques ne
permettent pas dans cette étude et a cet age, d’identifier la baisse d’activité et I'altération du
contréle circadien (ratio activité nuit/jour) des souris modeles de la MH, décrites dans la
littérature chez les modeles murins et patient-es et retrouvées dans des études préliminaires
menées au laboratoire (Morton 2013, Saade-Lemus et Videnovic 2023, Lotz-tavernier 2019,
Awada 2021)(Fig.47a). L'analyse en détail des enregistrements actimétriques met cependant
en évidence des effets significatifs de I'enrichissement et du génotype sur I'activité des
animaux. Particulierement, les souris R6/1 présentent une baisse d’activité par rapport aux
WT, avec ou sans enrichissement, en fin de période nocturne. De facon surprenante, des
profils similaires sont observés en comparant les souris EE et SE respectivement, quel que soit
leur génotype, suggérant que I'activité des animaux de fin de période nocturne est diminuée
avec I'enrichissement (Fig.47b). Aux vues des profils d’activité et des différences observées en
fin de période nocturne, nous avons étudié plus précisément les phases de transition entre
période diurne et nocturne. L'étude de la transition jour-nuit met en évidence une
augmentation de I'activité des WT EE (vs WT SE) quelques minutes avant le changement
d’heure, tandis que le profil inverse est observé a la transition nuit-jour, ce qui pourrait
traduire un phénomeéne d’anticipation des animaux enrichis qui témoignerait d’une cyclicité
circadienne améliorée (Fig.47c). Toutefois, ces variations ne sont pas statistiquement
retrouvées chez les souris R6/1 (Fig.47c). Ainsi, le phénotype d’hypoactivité et d’altération de
la régulation circadienne Huntington n’étant pas flagrant, il est difficile d’identifier I'impact de
I’enrichissement sur celui-ci. Malgré tout, il semble que I'EE améliore la rythmicité des souris

WT.
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2.2.2. Exploration et locomotion

L'activité a également été mesurée lors du test de champ ouvert, dans lequel les
animaux ont été placés durant 5 min. De fagon intéressante, les données montrent que les
souris R6 SE sont significativement plus immobiles que toutes les autres conditions, et
particulierement, ce phénotype est inversé par I'EE (Fig.47d). La mesure du nombre de
redressements confirme que les animaux enrichis (WT et R6/1) sont plus actifs qu‘en SE, et
bien que les souris R6 EE se redressent moins que les souris WT EE, elles présentent un nombre
de redressement similaire aux WT SE, ce qui démontre que |'enrichissement permet de
restaurer le phénotype d’hypo-activité des modéles Huntington dans ce contexte (Fig.47d).
L’étude de la distance totale parcourue et la vitesse moyenne de déplacement ont également
permis de conclure que les animaux enrichis présentent des capacités locomotrices
améliorées, ce qui permet notamment de restaurer le phénotype de lenteur de déplacements

des souris R6/1 dans le champ ouvert (Fig.47¢).

Pour confirmer cette observation, nous avons soumis les animaux au test de la barre,
consistant en la traversée d’une barre de 1cm de large, 80 cm de long (8 segments de 10cm)
a une hauteur d’environ 1m du sol. Les animaux sont déposés a une extrémité de la barre et
le temps nécessaire a leur traversée pour rejoindre leur cage d’hébergement -située a l'autre
extrémité- est mesuré. Différentes variables sont étudiées: la motivation/anxiété des
animaux par la mesure du délai de traversée du 1¢" segment et la fonction locomotrice par la
mesure du temps de traversée des 7 derniers segments. Les données démontrent que, bien
gue les animaux traversent la barre plus rapidement au cours des essais consécutifs, les souris
R6/1 sont plus lentes que les WT, et I'enrichissement ne permet pas d’améliorer ce phénotype.
Toutefois, les souris controles enrichies sont plus rapides que les SE deés le premier essai,
laissant suggérer que comme observé en champ ouvert, 'EE améliore les capacités

locomotrices des animaux contréles (Fig.47f).

Ainsi, bien que l'altération de I'activité circadienne des souris Huntington paraisse
modérée dans notre étude, il apparait que chez les souris WT I'EE permet d’améliorer la
rythmicité circadienne. De plus, les mesures faites en champ ouvert démontrent que I'EE
permet de restaurer les déficits de mobilité et de locomotion des souris R6/1, tandis qu’il ne
module pas les capacités des modeles Huntington dans une tache locomotrice plus complexe

telle que le test de la barre.
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Fig. 47 Niveau d’activité et des fonctions locomotrices des animaux

a-c. Résultats du test d’actimétrie réalisé sur une période de 2 jours et 3 nuits. a. (Haut) Niveau d’activité moyen des animaux, mesuré par nombre
de mouvements par tranche de 10min, sur I'ensemble des 3 nuits et 2 jours d’enregistrement. (Bas) Différence moyenne de |'activité des animaux
entre les phases nocturnes et les phases diurnes. Statistiques: ANOVA a 2 facteurs, comparaison multiple de Bonferroni, moyenne + sem. b.
Evolution de I'activité des animaux par heure sur I’'ensemble des 3 nuits et 2 jours d’enregistrement. Comparaison des conditions expérimentales
2 a 2. Statistiques: ANOVA a 2 facteurs, comparaison multiple de Bonferroni, moyenne + sem. c. Détail de I'activité des animaux, par tranche de
10min, aux périodes d’extinction et d’allumage des lumiéres. Statistiques: Les différences statistiques représentées sur le graphique représentent
la comparaison EEvsSE intra-génotype. ANOVA a 3 facteurs, comparaison multiple de Bonferroni, moyenne. d-e. Résultats du test de champ ouvert
dans lequel les animaux ont été placés 5 min. d. Activité des animaux durant I'exposition au champ ouvert, quantifiée par la durée de mobilité
(gauche) et nombre de redressements (droite). Statistiques: ANOVA a 2 facteurs, comparaison multiple de Bonferroni, moyenne + sem. $
comparaison vs R6 SE. e. Capacités locomotrices des animaux, mesurées par la distance totale parcourue (gauche) et la vitesse moyenne de
déplacement (droite) dans le champ ouvert. Statistiques: ANOVA a 2 facteurs, comparaison multiple de Bonferroni, moyenne + sem. f. Capacités
locomotrices des animaux mesurées en bar test. Temps de traversée de la barre (derniers 70cm de la barre), détaillé par essai (gauche) ou moyen
(droite). Statistiques: ANOVA a 3 facteurs, comparaison multiple de Bonferroni (gauche) ANOVA a 2 facteurs, comparaison multiple de Bonferroni
(droite), moyenne + sem. S comparaison WTvsR6 du méme hébergement, # comparaison SEvSEE du méme génotype.

2.3. L'EE diminue l'anxiété au profit des comportements exploratoires, et restaure le

phénotype de type apathie chez les modeles R6/1

La mesure de la latence de traversée du 1°" segment dans le test de la barre permet de
relever le niveau d’anxiété et de motivation des animaux ; plus le départ est lent, plus cela
représente un freezing associé a de I'anxiété et/ou a une apathie des animaux a traverser la
barre, qui constitue un environnement relativement aversif du fait de sa hauteur, sa largeur
et 'absence de protection face aux prédateurs. Les résultats démontrant une augmentation
significative du délai de traversée du 1°" segment chez les R6 SE au 1°" essai, ainsi qu’une
tendance a I'augmentation de ce temps sur I'ensemble de la session (p-valeur=0.068), par
rapport aux souris controles, témoignent d’'une anxiété et/ou une perte de motivation des
animaux. De facon intéressante, ce phénotype a tendance a étre restauré par I'EE chez les

souris R6/1 (p-valeur de I’effet de I’enrichissement par ANOVA = 0.09)(Fig.48a).

Les tests de la boite claire/obscure ou du champ ouvert permettent également
d’étudier la balance entre I'anxiété et I'aversion induites par une lumiére forte et un espace
ouvert d’une part, et le comportement naturel des rongeurs a explorer la nouveauté d’autre
part. Ainsi, le temps passé dans le compartiment lumineux du test clair/obscur éclairé a 1000
lux, ou le temps passé au centre du champ ouvert (52.5x52.5cm) permettent de définir le
niveau d’anxiété et de comportement exploratoire des animaux. Les parameétres mesurés en
test clair/obscur démontrent un effet principalement attribué a I’enrichissement dans nos
conditions expérimentales. Les animaux enrichis -qu’ils soient WT ou R6/1- entrent plus tot,
plus souvent et passent plus de temps dans le compartiment lumineux, sans différence
significative entre les génotypes (Fig.48b). Ces résultats démontrent une baisse de I'anxiété
et/ou un gain des comportements exploratoires des animaux enrichis. Nos observations (non
guantifiées) faites pendant le test indiquaient que certains animaux semblaient non-anxieux

et se toilettaient dans le compartiment lumineux censé étre aversif. Afin d’objectiver des
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données, nous avons calculé le temps moyen passé par les animaux par entrée dans le
compartiment lumineux. Cette analyse permet de mettre en évidence le fait que les souris
R6/1 SE passent significativement plus de temps par entrée dans le compartiment anxiogéne
(Fig.48c). Ainsi, cela pourrait signifier que les souris R6/1 sont apathiques envers |’aversion
gue constitue la lumiére. Cette hypothése est d’autant plus plausible qu’un phénotype
d’apathie envers les situations aversives est un symptome caractéristique des patient-es de la
MH (McLauchlan et al 2019). De facon tres intéressante, ce phénotype particulier est restauré
par I'EE (Fig.48c). De plus, un comportement comparable est observé en champ ouvert. Bien
gu’il n'y ait pas de différence significative du temps passé dans la zone centrale selon les
groupes expérimentaux, les souris R6 SE ont tendance a passer plus de temps au centre que
les autres groupes (pvaleur vs WTSE=0.053 ; p-valeur vs R6EE=0.1)(Fig.48d). De plus, le temps
moyen par visite de la région centrale est statistiquement plus élevé chez les R6 SE que WT
SE, et ce phénotype est restauré par I'enrichissement (Fig.48e). L'observation de la carte de
densité de présence des animaux montre que les R6 SE se déplacent de facon différente des
autres groupes, en délaissant en partie les bords au profit du centre du champ ouvert. Ainsi,
cela suggere que I'augmentation du temps passé au centre du champ ouvert n’est pas due a
un ralentissement de la vitesse de déplacement des animaux mais bien a un changement de

pattern qui laisse suggérer une diminution de 'aversion chez les R6 SE (Fig.48d).

Ainsi, 'EE diminue l'anxiété et/ou augmente le comportement exploratoire des
animaux qu’ils soient modeles de la MH ou contréles. De plus, nos analyses suggéerent que les
souris R6/1 présentent un phénotype de type apathique envers les situations aversives, qui

est restauré par I’enrichissement.
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Fig. 48 Niveau d’anxiété et comportements exploratoires des animaux

a. Anxiété/motivation des animaux mesurée en bar test. Temps de traversée du premier segment de la barre aprés le début du test
(premiers 10cm de la barre), détaillé par essai (gauche) ou moyen (droite). Statistiques: ANOVA a 3 facteurs, comparaison multiple
de Bonferroni (gauche) ANOVA a 2 facteurs, comparaison multiple de Bonferroni (droite), moyenne * sem. $ comparaison vs WTSE,
# comparaison vs R6EE. b-c. Résultats du test de boite claire/obscure, comportement mesuré durant les 5min aprés dépot des
animaux dans le compartiment obscur. b. Niveau d’anxiété/exploration des animaux mesuré par la latence d’entrée dans le
compartiment clair (gauche), le nombre moyen de visite du compartiment clair (centre) et le temps total passé dans le compartiment
clair (droite). Statistiques: ANOVA a 2 facteurs, comparaison multiple de Bonferroni, moyenne + sem. c. Temps moyen passé par
entrée dans le compartiment clair. Statistiques: ANOVA a 2 facteurs, comparaison multiple de Bonferroni, moyenne + sem. d-e.
Résultats des composantes liées a I'anxiété et aux comportements exploratoires en test de champ ouvert. d. Représentation par
heatmap de la position des animaux dans le champ ouvert durant les 5min de test (gauche). Quantification du temps passé au centre
du champ ouvert (9 carrées centraux) pendant le test (droite). Statistiques: ANOVA a 2 facteurs, comparaison multiple de Bonferroni,
moyenne * sem. e. Temps moyen passé par passage au centre du champ ouvert. Statistiques: ANOVA a 2 facteurs, comparaison
multiple de Bonferroni, moyenne * sem.
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2.4. 'EE ne permet pas de restaurer le phénotype apathique des R6/1 mesuré en test de
nidification
Pour compléter I'analyse du phénotype d’apathie chez les modéles R6/1 et I'effet

bénéfique de I'enrichissement, nous avons réalisé les tests de préférence a la saccharine et le

test de nidification.

Le test de préférence a la saccharine consiste a proposer aux animaux, durant une nuit
entiére, deux biberons, I'un rempli d’eau et I'autre de saccharine (concentrée a 0.1%), et a
guantifier leur consommation le lendemain matin. Naturellement, les animaux non-
apathiques ont tendance a préférer et a boire davantage la solution sucrée. Ici nous avons
utilisé de la saccharine pour ne pas interférer avec les potentielles modifications métaboliques
gu’auraient pu constituer I'administration de saccharose, et pour laquelle des études ont déja
pu mettre en évidence un phénotype d’anhédonie chez les souris R6/1 (Renoir et al 2013).
Nos mesures ne rapportent aucune différence de préférence a la saccharine entre les
différentes conditions expérimentales, suggérant que les souris R6/1 ne présentent pas de
phénotype apathique dans un paradigme récompensant (Fig.49a). Ce test nous a également
renseigné sur la consommation hydrique des animaux. Notamment, les femelles R6/1 SE
consomment significativement plus de liquide que les males de la méme condition, et que les
souris WT (Fig.49b). Cette augmentation de la consommation hydrique, retrouvée chez les
modeles R6/2, pourrait refléter la dérégulation métabolique en place chez ces animaux (Wood
et al 2008, Introduction-1.4.3). Toutefois, il est important de relever que les femelles R6/1
enrichies ne consomment pas plus de liquide que les WT (Fig.49b), ce qui suggére que I'EE
pourrait, en modulant le métabolisme énergétique notamment via l'activité physique,

atténuer les troubles métaboliques Huntington.

Pour étudier le bien-étre et la motivation des animaux, nous avons également effectué
un test de nidification. Dans ce test, les souris sont placées dans des cages avec pour seul
matériel de nidification une feuille de papier (matériel de nidification habituel) découpée en
6 morceaux, pliés et répartis sur les bords de la cage. Le niveau de complexité du nid construit
est ensuite mesuré 3, 5 et 24h aprées le début du test, la mesure a 5h correspondant a I’heure
précédant I'extinction des lumieres (Fig.49c). La quantification du degré de complexité du nid
est établie d’apres les criteres de Gaskill et coll.,, permettant de classer les nids en 4

catégories : absence de nids ou nids plats / coupe / dome incomplet / dome complet
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(Fig.49d)(Gaskill et al 2013). Nos résultats montrent que les nids des souris R6/1 sont moins
complexes que ceux des animaux contréles, a chaque mesure, et sans effet de I'EE (Fig.49d).

Cela suggére une baisse de motivation/une apathie des modéles de la MH associée a cette

tache.
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Fig. 49 Niveau de motivation et de bien-étre des animaux

a-b. Résultats obtenus lors du test de préférence a la saccharine lors duquel les animaux ont le choix de boire de I'eau ou de I'eau a go(t sucré.
a. Préférence des animaux a la solution de saccharine déterminée par le pourcentage que représente la solution « sucrée » dans la prise hydrique
totale. Statistiques: ANOVA a 2 facteurs, comparaison multiple de Bonferroni, moyenne + sem. b. Volume hydrique total consommé (eau + eau-
saccharine) durant la nuit de test. Statistiques: ANOVA a 2 facteurs, comparaison multiple de Bonferroni, moyenne + sem. c. Protocole du test
de nidification utilisé pour déterminer la motivation et le bien-étre des animaux. Des morceaux de papier sont placés dans la cage puis un scorage
du degré de complexité du nid est réalisé 3, 5 et 24h plus tard. d.Distribution des animaux selon le degré de complexité du nid mesuré aux
différents points de scorage (d’aprés Gaskill et al 2013). Statistiques: comparaison de la distribution des conditions expérimentales 2 a 2 a chaque
timepoint, par Chi 2. La distribution WT vs R6 est toujours significativement différente quelque-soit I’enrichissement.

Résultats | 147



Ainsi, 'EE n’a pas d’effet sur la baisse de motivation des animaux modeles de la MH
guand elle est mesurée avec le test de nidification. De plus dans notre étude, le test de
préférence a la saccharine -basé sur un paradigme motivationnel récompensant- ne permet
pas de mettre en évidence d’effet du génotype Huntington. Toutefois, le fait que la
consommation hydrique excessive des femelles R6/1 soit restaurée par I'EE suggére un effet

de I'enrichissement sur le métabolisme des animaux.
2.5. LEE restaure les capacités cognitives striato-dépendantes dans la MH

Les symptomes de la MH chez I’humain se traduisent également par une atteinte
précoce des fonctions cognitives et notamment des fonctions dépendantes du striatum telles
gue I'apprentissage procédural et la mémoire égocentrique (Papoutsi et al 2014, Possin et al

2017, Alcala-Vida, Lotz et al 2022 annexe2).

2.5.1 Rotarod accélérant

Généralement le test de rotarod, accélérant ou non, est utilisé pour évaluer la fonction
motrice par la mesure de temps de latence avant la chute des animaux. Dans cette étude,
nous avons appliqué un protocole de rotarod accélérant composé d’essais successifs s’étalant
sur 3 jours, de maniere a étudier les capacités d’apprentissage procédural des animaux
(Giordano et al 2018, Sommer et al 2014, Yin et al 2009). Le protocole consiste en trois essais
par jour durant trois jours, durant lesquels les animaux sont placés sur le rotarod qui accélére
progressivement durant 5min, passant de 4 a 40 tours par minute (rpm). Le protocole est
précédé d’une phase d’habituation le premier jour (1 min sur le rotarod a une vitesse
constante de 4 rpm) de maniére a s’assurer que les souris ne soient pas anxieuses et ont la
capacité de rester sur le rotarod a une vitesse faible. Chaque essai est séparé du précédent de
45 min de maniére a éviter tout épuisement des animaux (Fig.50a). La latence de chute
moyenne mesurée sur 'ensemble des essais, ou par jour, permet de mettre en évidence un
effet du génotype, mais sans distinction significative entre les différentes conditions indiquant
un déficit moteur modéré chez les souris R6/1 a cet age (Fig.50b). Nous avons également
calculé un index d’apprentissage procédural des animaux, basé sur la pente de la latence de
chute entre les jours 1 et 3. Un index, donc une pente, de 0 signifie qu’au cours des jours et
des essais les animaux n’améliorent pas leur performance, ce qui traduit un déficit

d’apprentissage procédural. De facon intéressante, toutes les conditions testées présentent
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un index supérieur a 0, a I'exception des animaux R6 SE, ce qui signifie que les souris modeles
de la MH présentent un déficit d’apprentissage procédural qui est partiellement restauré par

I’enrichissement (Fig.50c).
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Fig. 50 Capacités de mémoire procédurale déterminées par rotarod accélérant

a. Protocole de rotarod accélérant utilisé pour déterminer les capacités de mémoire procédurale des animaux. Aprés une session
d’habituation pour que les animaux s’acclimatent a la marche sur le rotarod a allure faible et constante, les animaux sont exposés a des
sessions de 5 minutes au cours desquelles la vitesse du rotarod augmente progressivement de 5 a 40 tours par minutes (rpm). b.
Quantification de la latence de chute des animaux du rotarod. Latence moyenne sur les 9 essais, soit 3 jours (gauche), et par jour (droite).
Statistiques: ANOVA a 2 facteurs (gauche), ANOVA a 3 facteurs (droite), comparaison multiple de Bonferroni, moyenne + sem. c. Index
d’apprentissage, calculé d’aprés la pente de latence de chute entre le jour 1 et jour 3. Un index non différent de O représente une pente
d’apprentissage plate et I'absence d’apprentissage. Statistiques: ANOVA a 2 facteurs pour I'étude comparative des conditions entre elles.
* différence significative de 0, T-test a 1 échantillon. Moyenne * sem.

2.5.2 Test du labyrinthe en double H

Pour évaluer lI'impact de I'EE sur les performances cognitives des animaux, et
particulierement sur la mémoire égocentrique spatiale, qui dépend du striatum, nous avons
utilisé le test du labyrinthe aquatique du double H, développé initialement chez le rat et
adapté récemment pour la souris au laboratoire (Pol-Bodetto et al 2011, Cassel et al 2012,
Alcala-Vida, Lotz et al annexe2, Lotz-Tavernier 2019). L’eau étant aversive, les souris cherchent
et apprennent la position d’une échappatoire (plateforme) au cours des sessions

d’apprentissage.
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Le protocole consiste en 3 phases distinctes (Fig.51a). Le premier jour repose sur
I’habituation des animaux a la nage dans le labyrinthe, les souris sont (a 4 reprises) déposées
dans le bras sud-ouest (SO) et ont accés uniquement au bras nord-ouest (NO) ou se situe une

plateforme rendue visible par I'eau transparente.

Les quatre jours suivants constituent la période d’acquisition durant laquelle les souris
sont déposées dans le bras sud (S) et doivent apprendre la position de la plateforme (placée
en nord-est (NE)) en naviguant dans le labyrinthe. Seul le bras nord (N) est inaccessible pour
empécher les souris d’aller tout droit dés la sortie du bras S, et forcer a I'exploration ou a
I'automatisme procédural en se dirigeant a gauche ou a droite a la sortie du bras S. Les
sessions de 4 essais sont réparties en une session/jour les deux premiers jours, et deux/jour
les jours 4 et 5. Chaque essai a une durée de 1 min maximum a l'issue de laquelle les animaux
sont guidés jusqu’a la plateforme s’ils ne I'atteignent d’eux-mémes, de maniére a ce qu’ils
integrent sa position grace aux indices spatiaux (Fig.51a). Bien que I’eau soit opacifiée, la piece
est indicée pour que les souris se repérent et qu’au fur et a mesure des essais elles apprennent
la position de la plateforme. Le point de lacher et le bras d’échappatoire étant toujours les
mémes au cours de I'acquisition, le protocole est établi de maniéere a favoriser une stratégie
d’apprentissage égocentrique des animaux (striato-dépendante) plutét qu’allocentrique
(hippocampo-dépendant). En effet, en reproduisant toujours les mémes séquences de
mouvements pour se rendre a la plateforme (e.g. droite/gauche), les animaux vont intégrer

des automatismes procéduraux basés sur un référentiel égocentrique.

Puis le jour 6, les souris sont exposées une seule fois, pour 1 min, au labyrinthe lors de
la tache de rappel (probe). Les animaux sont déposés dans le bras SO (le bras NO étant fermé),
et la plateforme est retirée du labyrinthe. Les souris vont alors chercher une échappatoire et
naviguer dans le double H de maniére différente selon la stratégie développée pendant la
phase d’acquisition (Fig.51a). Une souris utilisant une stratégie égocentrique se dirigera dans
un premier temps dans le bras N, basé sur la séquence de mouvements droite/gauche apprise
au préalable, tandis qu’une souris adoptant une stratégie allocentrique privilégiera le bras NE,
qui d’apres les indices spatiaux, est le bras dans lequel la plateforme devrait se trouver. Les
travaux antérieurs du laboratoire montrent que les animaux R6/1, dés 11 semaines, utilisent
préférentiellement une stratégie allocentrique pour résoudre la tache du double-H, a la

différence des animaux WT, utilisant majoritairement une stratégie égocentrique. Les
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données histologiques et moléculaires effectuées sur le striatum et I’hippocampe des souris
R6/1 appuient ces résultats, en montrant une atteinte importante du striatum des souris R6/1,

et une atteinte minime de leur hippocampe (Alcala-Vida, Lotz et al annexe2, Lotz-Tavernier

2019).
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Fig. 51 Fonction cognitive de mémoire ego- et allocentrique déterminée par labyrinthe en double-H

a. Protocole d’étude de la distinction de la mémoire ego- ou allocentrique par double-H. Aprés une session d’habituation, le premier jour,
ou la plateforme d’échappement est rendue visible, I'eau est opacifiée et la tache d’apprentissage s’étend jusqu’au jour 5, divisée en 6
sessions. Durant chaque session, les animaux sont déposés a 4 reprises dans le bras S et ont 1 min pour atteindre la plateforme
d’échappement située dans le bras NE. A |a fin des sessions d’acquisition, les animaux sont exposés le jour 6 au probe, qui consiste au dépét
des animaux dans le bras SO, et leur trajet est enregistré pendant 1 min. Un animal se rendant dans le bras N en premiére intention traduira
d’une stratégie de mémoire égocentrique basée sur la séquence de mouvement droite-gauche, tandis que si les animaux passent
significativement plus de temps dans le bras NE que le hasard, cela signifie qu’ils ont appris la position de la plateforme de maniére
allocentrique, d’apreés les indices spatiaux. b. Vitesse moyenne de déplacement des animaux dans le double-H du début de I'acquisition a
lafin du probe. Statistiques: ANOVA a 2 facteurs, comparaison multiple de Bonferroni, moyenne + sem. c. (Gauche) Localisation des animaux
dans le double-H lors du dernier jour d’acquisition (jour 5), jusqu’a I'atteinte de la plateforme située dans le bras NE. (Droite) Distance
moyenne parcourue par jour d’acquisition (droite). Statistiques: ANOVA a 3 facteurs, comparaison multiple de Bonferroni, moyenne + sem.
d. Index d’apprentissage, calculé d’apres la pente de distance parcourue entre le jour 2 et le jour 5. Un index non différent de O représente
une pente d’apprentissage plate et I'labsence d’apprentissage. Statistiques: ANOVA a 2 facteurs, comparaison multiple de Bonferroni pour
I’étude comparative des conditions entre elles. #, différence significative de O, T-test a un échantillon. Moyenne  sem. e. Distribution des
animaux selon le bras visité en premiére intention lors du probe. Statistiques: comparaison de la distribution des conditions expérimentales
2 a 2, par Chi 2. f. (Gauche) Temps passé dans le bras N lors du probe. (Droite) Temps passé dans le bras NE lors du probe. Des animaux
ayant appris la localisation de maniére allocentrique d’apres les indices présents dans la piéce passent significativement plus de temps dans
le bras cible (NE) que le hasard (8,5 sec). Statistiques: ANOVA a 2 facteurs, comparaison multiple de Bonferroni pour I'étude comparative
des conditions entre elles. #, différence significative de 8,5, T-test a un échantillon. Moyenne + sem. g. Localisation des animaux dans le
double-H lors de la tache de rappel (1 min).

2.5.3 Double H et mémoire égo/allo-centrique

De maniére comparable aux observations faites avec le test de la barre, la mesure de
la vitesse moyenne de déplacement des souris dans le double H met en évidence un déficit de
locomotion des animaux R6/1, non impacté par I'EE (Fig.51b). Ainsi, pour pallier a tout effet
de la vitesse de déplacement sur les parametres étudiés, nous avons quantifié les distances
parcourues par les animaux, plutdot que la vitesse d’atteinte de la plateforme. Cette analyse
de la distance parcourue pour atteindre la plateforme durant la période d’acquisition met en
évidence un effet du temps et du génotype suggérant que bien que tous les animaux
apprennent la position de la plateforme, les WT I'apprennent plus rapidement, sans effet
significatif de I'enrichissement. Particulierement, les cartes de densité présentant la position
des animaux durant I'acquisition montrent que les R6/1 passent un temps non négligeable
dans les bras SO et NO, ce dernier étant le bras ou se situait la plateforme lors de la phase
d’habituation (Fig.51c). Pour évaluer la capacité des souris R6/1 a apprendre la position de la
plateforme nous avons calculé un index d’apprentissage basé sur la pente de la courbe de
distance. Cette mesure montre que tous les groupes expérimentaux présentent un index
supérieur a 0, suggérant que les animaux apprennent la position de la plateforme. Toutefois,
les souris R6 SE paraissent significativement moins performantes lors de I'acquisition que les

WT (Fig.51d).

La mesure du premier bras visité par les animaux lors du probe permet d’interpréter
la stratégie de mémoire engagée. En condition contrdle, environ 85% des animaux se dirigent

en premiére intention dans le bras N, témoignant d’une stratégie égocentrique basée sur la
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séquence de mouvements droite-gauche. Seulement 50% des animaux du groupe R6 SE
adoptent cette stratégie, et prés de 30% des autres se dirigent vers le bras NE, ce qui traduit
un apprentissage allocentrique (Fig.51e). Ainsi, en accord avec I'étude publiée précédemment
(Alcala-Vida, Lotz et al annexe2), les données indiquent que les souris WT utilisent
préférentiellement une mémoire égocentrique spatiale pour résoudre la tache, a la différence
des souris R6 SE qui se basent davantage sur une stratégie allocentrique. Bien que la différence
WT/R6 soit préservée avec I'enrichissement, les R6 EE vont significativement plus que les R6
SE dans le bras egocentrique en premiere intention (75% vs 50% des animaux), ce qui suggére

une amélioration de leur mémoire égocentrique spatiale (Fig.51e).

De plus, la quantification du temps passé par chaque groupe expérimental dans le bras
N « égocentrique » et NE « allocentrique », tout comme la carte de densité présentant la
position des animaux dans le labyrinthe lors du probe tendent confirment ces observations
(Fig.51f,g). L'analyse statistique démontre que les souris R6/1 passent moins de temps dans
le bras égocentrique que les animaux contréles, plus particulierement la différence WT/R6
apparait significative uniguement en condition SE. Sachant que les souris R6/1 ne visitent pas
le bras égocentrique de maniére différente du hasard, cela confirme les observations
précédentes indiquant un déficit de stratégie égocentrique chez les animaux modeles de Ia
MH, qui est en partie restauré en condition EE (Fig.51f). Toutefois, la mesure du temps passé
lors du probe dans le bras allocentrique NE montre qu’il n’y a aucune différence entre les
groupes et gu’ils different tous du hasard, ce qui atteste que les souris WT et R6, enrichies ou
non, insistent dans le bras NE (Fig.51f). Ainsi, cela démontre que par opposition a la stratégie
égocentrique, la mémoire allocentrique spatiale des animaux est intégre en condition
Huntington et n’est pas impactée par I’enrichissement. De plus, cela nous informe sur le fait
que les animaux R6/1 n’explorent pas aléatoirement le labyrinthe mais insistent davantage
dans le bras NE ce qui indique que I'apprentissage des animaux R6/1 lors de la phase

d’acquisition a été efficace.

Ainsi, 'EE permet d’améliorer modestement les fonctions cognitives impliquant le
striatum chez les modéles R6/1. Les animaux modeéles de la MH présentent des troubles de
I'apprentissage procédural modérés en rotarod accélérant, que I'EE tend a restaurer. Et les
résultats du double H rapportent un effet bénéfique de I'enrichissement sur la mémoire

égocentrique spatiale des souris R6/1.
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3. L’hébergement en cage Marlau induit I’expression de génes protecteurs

dans le striatum des souris Huntington.

Afin d’étudier les mécanismes moléculaires qui sous-tendent les bénéfices
comportementaux de I'EE chez les souris R6/1, nous avons effectué une analyse
transcriptomique a partir du striatum des animaux. Les ARN ont été extraits a partir de
striatum entier, au préalable disséqué 1h post-probe sur les animaux ayant réalisé le test de
double H (Fig.45, annexel). Le kit d’extraction (RNeasy lipid tissue mini kit, Qiagen) ainsi que
la méthode utilisée (Library prep stranded total RNA Ribozero Plus Ligation (lllumina)
séquencée sur lllumina NextSeq 2000) ont permis un séquencage des ARN totaux. Le pré-
traitement des données a été réalisé par Stéphanie Le Gras de la plateforme GenomEast
(Hlkirch-Graffenstaden) avec les criteres et méthodes suivantes : alignement des reads sur le
génome mm10 de souris par STAR (Dobin et al 2013), quantification des niveaux d’expression
des génes par htseg-count (Anders et al 2015), analyse d’expression différentielle par DESeq2
(Love et al 2014). Seules des données préliminaires, issues du séquencage des ARNm sont
présentées ici, mais des analyses complémentaires sont en cours pour affiner les conclusions
et également définir le profil des ARN non codants, dont les signatures pourraient étre

informatives sur les effets épigénétiques de I'EE.

3.1. Effet de I'EE sur les génes de l'identité neuronale et les génes développementaux

dans le striatum des souris R6/1.

Les analyses du niveau global de similarité entre les différents échantillons montrent
un effet limité de I'enrichissement. Comme l'illustre I’'analyse en composante principale, les
échantillons se différencient principalement par leur phénotype et I'impact de
I’enrichissement ne permet pas de distinguer clairement les populations SE et EE (Fig.52a). Le
nombre de genes différentiellement exprimés entre les différentes conditions confirme ce
constat. A un seuil de FDR (False Discovery Rate) de 0.05 dans I"analyse DESeq2, prés de 5000
génes sont différentiellement exprimés (DEG) entre les conditions R6 et WT (environ a part
égale de génes UP- et DOWN- exprimés chez les R6) tandis que 48 génes paraissent modulés

par I'EE chez les R6/1, et aucun géne ne passe le seuil de significativité pour les WT (Fig.52b).

Une analyse fonctionnelle des DEG a été effectué grace a I'outil EnrichR (Xie et al 2021).

Comme attendu et retrouvé dans la littérature, les genes dont I'expression est diminuée dans
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le striatum des R6 SE sont associés a des fonctions impliquées dans les cascades intra-
cellulaires et la transmission synaptique ce qui atteste de la perte de fonction neuronale dans
le striatum Huntington (Fig.52c)(Hodges et al 2008, Vashishtha et al 2013, Achour et al 2015,
Langfelder et al 2017). Les profils obtenus pour la comparaison R6 EE vs WT EE présentent les
mémes termes fonctionnels ce qui suggére une absence d’effet majeur de I'EE sur la perte
d’expression des genes neuronaux (Fig.52c), ce qui est confirmé par le fait que I'EE ne restaure
pas I'expression des génes d’identité des MSNs (e.g. Ddrl1, Drd2, Pde10a, Ppp1rlb) (Fig.52d,g).
Egalement les génes liés aux processus de mort cellulaire et a la dégradation protéique (e.g
apoptose, lysosomes, catabolisme dépendant de l'ubiquitine) sont surexprimés dans le
striatum Huntington que les animaux furent hébergés en SE ou en EE, ce qui suggére une
absence d’effet de I'EE sur la dérégulation de 'homéostasie et la mort cellulaire dans le

striatum Huntington (Fig.52e).

L’analyse sur I'ensemble des genes surexprimés ne met pas en évidence la signature
développementale décrite précédemment dans le striatum Huntington (résultats-Axel)
associée a |'accélération du vieillissement neuronal, probablement car elle a été réalisée sur
striatum entier et non pas sur la population neuronale. Néanmoins, nous avons analysé
I’expression des genes développementaux, tels que définis par le cluster 1 établi par I'étude
de la marque H2AK119ub dans les résultats-Axel(Fig.34). Plus précisément, la sous-
population de ces genes qui est surexprimée en condition R6 SE vs WT SE dans nos données,
reste anormalement exprimée chez les R6 EE mais a un moindre niveau, ce qui suggere que
I’'EE réduit, modestement, la dérépression des genes développementaux (Fig.52f). Toutefois,
le géne développemental Onecutl ainsi que les génes codants pour les différentes protéines
Cbx, constituants de PRC1, ont une expression dérégulée chez les souris R6/1 hébergés en SE

qui ne parait pas restaurée dans le striatum des animaux enrichis (Fig.52h).

Ainsi, ces premieres analyses indiquent que l'effet transcriptomique de I'EE est
modéré. Notamment, la signature associée au vieillissement accéléré des MSNs apparait peu
ou pas modifiée par I'EE. Cependant, I'analyse a été effectuée sur tissu striatal entier,
contenant une diversité de populations cellulaires. Il est ainsi possible que des effets de I'EE
induits dans des populations cellulaires spécifiques (e.g. dans les MSNs) soient ainsi masqués

ou dilués.
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Fig. 52 Caractérisation transcriptomique des génes d’identité neuronale et développementaux

a. Analyse par composante principale (PCA) (gauche) et clustering de corrélation (coefficient SERE, Schulze et al 2012) (droite) des
échantillons selon leur niveau de similarité. Plus les échantillons sont similaires moins ils sont éloignés en PCA et plus leur niveau de
corrélation est élevé. b. Répartition du nombre de genes hypo (down) et hyper (up) —exprimés selon les conditions d’aprés I'analyse
d’expression différentielle DESEQ2, réalisée ave un seuil de pvaleur ajustée de 0,05. c. Analyses fonctionnelles des génes hypo-exprimés
chez les R6/1 vs WT en condition SE (gauche) et EE (droite). Les figures représentent les 10 fonctions statistiquement les plus enrichies,
associées aux genes concernés. Annotation fonctionnelle d’aprés GeneOntology_BiologicalProcess_2023. d. Boxplot représentant le niveau
relatif (z-score) d’expression des génes d’identité neuronale, tels que définis par Alcala-Vida et al 2021, dans les différentes conditions
expérimentales. Statistiques: Test non-paramétrique de Kruskall-Wallis comparaison multiple de Bonferroni, médiane + min-max. e.
Analyses fonctionnelles des génes hyper-exprimés chez les R6/1 vs WT en condition SE (gauche) et EE (droite). Les figures représentent les
10 fonctions statistiquement les plus enrichies, associées aux genes concernés. Annotation fonctionnelle d’apres
GeneOntology_BiologicalProcess_2023. f. Boxplot représentant le niveau relatif (z-score) d’expression des genes développementaux dé-
réprimés, sous-population des genes du cluster 1 H2AK119ub de I'article «Accelerated epigenetic aging in Huntington’s disease involves
polycomb repressive complex 1» pour lesquels R6SE>WTSE. Statistiques: Test non-paramétrique de Kruskall-Wallis comparaison multiple de
Bonferroni, médiane + min-max. g. Niveau d’expression de genes d’identité neuronale dans les différentes conditions expérimentales.
Statistiques: pvaleur ajustée issue de I'analyse différentielle DESEQ2. h. Niveau d’expression de genes du développement et des CBX
composants de PRC1, impliqués dans le vieillissement accéléré détaillé dans I'article «Accelerated epigenetic aging in Huntington’s disease
involves polycomb repressive complex 1». Statistiques: pvaleur ajustée issue de I'analyse différentielle DESEQ2.

3.2. Effets de I'EE sur le transcriptome des souris R6/1 modeéles de la MH

Pour compléter I'analyse, nous avons étudié les quelques génes différentiellement
exprimés avec chez les souris R6 EE vs R6 SE. L'analyse ChEA montre que les génes dont
I’expression est diminuée chez les R6 EE sont enrichis en genes cibles de PRC2 et PRC1 (e.g.
JARID2, SUZ12, MTF2 et RING1B), ce qui suggere que la dérégulation des protéines PcG est
atténuée par I'enrichissement dans le striatum Huntington (Fig.53a). Particulierement, ces
génes dont I'expression est corrigée par I'EE sont associés a des voies de signalisation
développementales (e.g. NEUROG3, FGFR, developmental biology), et liées a I'apoptose et a
I'inflammation (e.g. TNFa, IL-4). Ces résultats suggerent un effet neuroprotecteur de I'EE
(Fig.53a). Alinverse, les genes dont I'expression est restaurée par I'enrichissement dans le
striatum Huntington sont des cibles de récepteurs aux glucocorticoides (e.g. NR3C1, NR3C2)
et des récepteurs LXR-RXR impliqués dans le métabolisme lipidique (Fig.53b). Cette signature
transcriptionnelle suggére une reconfiguration du métabolisme striatal en condition

environnementale enrichie.

Pour identifier les voies de signalisation et facteurs moléculaires impliqués dans le
mécanisme de neuroprotection/résilience du striatum Huntington induit par I'EE, nous avons
déterminé les genes qui sont a la fois déplétés dans le striatum des R6 SE (vs WT SE), et dont
I’expression est ré-augmentée par I’enrichissement. Bien que peu de génes passent le seuil de
significativité, I'analyse fonctionnelle montre que 8 de ces 10 genes sont des cibles de
NR3C1/2, ce qui suggere un role essentiel du récepteur aux glucocorticoides dans I'effet

bénéfique comportemental et biologique de I'EE (Fig.53c).
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Egalement, les analyses fonctionnelles des génes surexprimés chez les souris R6 EE ont
montré qu’ils correspondent a une liste de genes co-régulés qui ont été identifiés par analyse
réseaux (WGCNA) dans les travaux de Langfelder et coll. (Langfelder et al 2016). De facon
intéressante I'intégration de nos données a I'ensemble de cette liste de gene (cluster M12-
206 genes) montre qu’ils sont sous-exprimés dans le striatum des animaux R6 SE et que
I’enrichissement environnemental inverse ces profils d’expression et permet la surexpression
des génes (Fig.53d). L’analyse fonctionnelle des genes de ce cluster indique qu’ils sont cibles
de NR3C1 ou des facteurs transcriptionnels CLOCK et RXR, et qu’ils sont associés a des voies
de signalisation impliquées dans la survie cellulaire et la réponse au stress (Ras signaling,
IL2/PI3K, TGFB)(Fig.53e). Particulierement, parmiles génes surexprimés chez les souris R6 EE,
le géne Adipor2 apparait spécifiguement augmenté en condition enrichie dans le striatum des
modéles Huntington, tandis que la sousexpression de Cdknla en condition R6 SE est en partie
restaurée par I'EE (Fig.53f). Adipor2 étant un géne codant pour le récepteur a I'adiponectine -
une molécule dont I'administration permet de ralentir le déclin cognitif de modeéles murins de
la MA (Bloemer et al 2019, Yan et al 2022)- et Cdknla possédant des propriétés anti-
apoptotiques et anti-sénescence (Abbas et Dutta 2009, Papismadov et al 2017, Yosef et al
2017), ils constituent ainsi des cibles de choix a moduler pour tenter de ralentir la mise en

place des symptémes comportementaux dans la MH.

Ainsi, I'EE, en favorisant la répression des genes cibles de PRC2, pourrait permettre de
limiter la perte de fonction des complexes polycomb dans le striatum Huntington. De plus,
I’enrichissement de I’environnement est responsable d’'une modulation du métabolisme via
une augmentation de I|'expression de genes cibles de LXR-RXR. Enfin, cette étude
transcriptomique, bien que préliminaire et incompléte, et menée sur du striatum entier sans
distinction des types cellulaires, suggére un réle central des récepteurs aux glucocorticoides
et du géne Adipor2 dans les effets neuroprotecteurs de I'EE chez les souris R6/1, ce qui ouvre

de nouvelles pistes thérapeutiques pour la MH.
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Fig. 53 Caractérisation transcriptomique des génes dont I’expression est corrigée par I’enrichissement chez les modéles R6/1

a. Analyses fonctionnelles des génes hypo-exprimés chez les R6/1 EE vs SE. Les figures représentent les 10 fonctions statistiquement les plus enrichies,
associées aux génes concernés. Annotation fonctionnelle des facteurs transcriptionnels associés, par ChEA_2022 (gauche), et des fonctions
biologiques, par Reactome_2022 (droite). b. Analyses fonctionnelles des génes hyper-exprimés chez les R6/1 EE vs SE. Les figures représentent les
10 fonctions statistiquement les plus enrichies, associées aux genes concernés. Annotation fonctionnelle des facteurs transcriptionnels associés, par
ChEA_2022 (gauche), et des fonctions biologiques, par Reactome_2022 (droite). c. Overlap des génes a la fois hypo-exprimés en condition R6SE vs
WTSE, et dont I'expression est augmentée par I'enrichissement en condition R6EE (haut). Annotation fonctionnelle des 10 génes de I'overlap, par
ChEA2022 et GOBP2022. d. Boxplot représentant le niveau relatif (z-score) d’expression des génes du cluster M12, tels que définis par Langfelder et
al 2016, dans les différentes conditions expérimentales. Statistiques: Test non-paramétrique de Kruskall-Wallis comparaison multiple de Bonferroni,
médiane + min-max. e. Analyses fonctionnelles des genes du cluster M12. Les figures représentent les 10 fonctions statistiquement les plus enrichies,
associées aux geénes concernés. Annotation fonctionnelle des facteurs transcriptionnels associés, par ChEA 2022 (gauche), et des voies de
signalisation, par Bioplanet_2019 (droite). f. Niveau d’expression des génes Adipor2 et Cdknla dans les différentes conditions expérimentales.

Statistiques: pvaleur ajustée issue de I'analyse différentielle DESEQ2.
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Axe 1 :

Caractérisation épigénétique du striatum Huntington murin
au cours du temps et de facon cellule-spécifique afin

d’étudier I’hypothése d’un vieillissement accéléré.
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Dans le premier axe de cette thése, nous avons caractérisé le profil épigénétique des
marques d’histones dans le striatum de souris modéles de la MH en distinguant les types
cellulaires et en précisant la dynamique temporelle. Les résultats obtenus par ces travaux ont
permis de mettre en évidence que les neurones vulnérables a la mutation de HTT présentent

une accélération de I’érosion épigénétique associée au vieillissement cellulaire (Fig.54).

Particulierement, les génes développementaux présentent une dérépression qui est
accélérée dans les neurones Huntington, en comparaison aux tissus sains, suite a une
déplétion des marques d’histones répressives induites par les complexes polycomb
(H3K27me3 et H2AK119ub), ainsi qu’une hyper acétylation de H3K27ac, H3K9ac et H3K18ac.
Pour la premiere fois, notre étude a permis d’identifier I'implication de PRC1 dans les
mécanismes de vieillissement épigénétique, ce vieillissement accéléré étant associé a un
réarrangement des sous-unités CBX de PRC1 entre les conditions contréles et Huntington. En
considérant ces résultates et les travaux publiés montrant une dérépression des genes
développementaux avec I’'age (JH.Yang et al 2023), nous avons proposé le concept d’une
horloge épigénétique basée sur le niveau d’euchromatinisation des genes développementaux.
L’étude de I’évolution du niveau d’euchromatinisation des genes au cours du vieillissement
chez les souris KI Q140 agées de 2, 6 et 10 mois a également permis d’identifier des groupes
de génes régulés différemment au cours du temps en condition Huntington vs contréle.
Notamment, le gene Glisl codant pour un facteur anti-sénescence, tout comme d’autres
génes de réponse au stress, est anormalement euchromatinisé a 2 mois chez les modeéles de
la MH puis réprimé jusqu’a 10 mois tandis qu’il est le plus accessible a 6 mois en condition
contréle. Le niveau d’expression de Glisl étant corrélé avec le niveau de vulnérabilité des
cellules striatales, cela tend a confirmer que I'altération de la réponse au stress des neurones

du striatum Huntington participe a leur vieillissement accéléré et a leur perte de fonction.

Une discussion approfondie de ces données est présentée dans I'article soumis (page
111). Elle est mise en perspective dans un contexte plus global dans une partie suivante

(Discussion et perspectives générales).
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Fig. 54 Les neurones du striatum Huntington présentent un vieillissement épigénétique accéléré provoqué par une altération

du complexe polycomb PRC1

Les neurones du striatum de modeles murins de la MH présentent une signature épigénétique comparable a celle d’animaux
agés. En condition pathologique, les génes d’identité des neurones deviennent réprimés tandis que les génes développementaux
sont déréprimés par I'enrichissement en acétylation d’histones et la perte de H3K27me3 et H2AK119ub induite par une perte
de fonction des PcG et un shift des sous-unités CBX de PRC1. Ce processus de vieillissement accéléré induit une érosion des
profils épigénétiques qui est responsable d’une perte d’identité et de fonctions des neurones striataux.
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Axe 2 :

Impact de I'EE sur le comportement et les régulations
épigénétiques et transcriptionnelles striatales de souris

modeles de la MH
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1. L’EE ralentit ’apparition des symptémes comportementaux des modéles R6/1

Le phénotypage comportemental des animaux montre un bénéfice de ’hébergement
en cage Marlau. Particulierement, les modéles R6/1 hébergés dans cet EE sont plus mobiles,
présentent une augmentation des comportements exploratoires et I’enrichissement améliore
les performances cognitives striato-dépendantes des animaux. Des effets bénéfiques d’un EE
ont pu étre précédemment observés chez les modeéles R6/1 et KI Q140 pour lesquels I'activité
physique permet de ralentir I'apparition d’un phénotype de type dépression (Renoir et al
2012, Stefanko et al 2017). Egalement, un EE impliquant une stimulation cognitive et une
augmentation de la taille du groupe social permet de réduire I'anxiété au profit de
comportements exploratoires, et tend a augmenter la survie de modeéles transgéniques de la
MH (Renoir et al 2013, Wood et al 2011). Ainsi, I'EE standardisé et complexe que constitue la
cage Marlau (Fares et al 2012), en stimulant a la fois I'activité physique, la cognition et les
interactions sociales des animaux permet de ralentir la mise en place des symptémes

comportementaux de la MH.

Les analyses réalisées ont notamment permis de mettre en évidence le comportement
apathique des souris R6/1 et un effet bénéfique de I'EE sur celui-ci. Particulierement, les
modeles de la MH présentent une perte de motivation face aux stimuli aversifs (e.g. champ
ouvert, boite claire-obscure), une composante semblable a I'insensibilité a la perte retrouvée
chez les patient-es (MclLauchlan et al 2019) et qui est restaurée par I'EE dans notre étude.
Cependant, les souris R6/1 ne présentent pas de déficit dans un paradigme récompensant tel
que le test de préférence a la saccharine, bien que d’autres études rapportent une anhédonie
de ce modele murin restaurée par I'EE (Renoir et al 2013). Ainsi, pour comprendre davantage
I'impact de I'enrichissement sur les composantes de motivation et d’apathie des animaux, il
pourrait étre envisagé de réaliser des tests opérants de motivation (Heath et a/ 2019), des
tests impliquant un stimulus aversif (e.g. Splash test) ou encore des tests évaluant la qualité
des interactions sociales des animaux, telle que I'étude réalisée par Wood et Morton ayant
conclu a une apathie sociale et a une altération des comportements sociaux des modeles R6/2

(Wood et Morton 2015).

L'EE par cage Marlau a permis dans cette étude de ralentir la mise en place de
symptémes comportementaux chez le modeéle R6/1. Toutefois quelques limites demeurent

concernant les approches expérimentales utilisées dans cette étude.
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Tout d’abord, le test du double H utilisé pour déterminer la stratégie de mémoire
spatiale mise en place par les animaux implique de nombreuses composantes
comportementales ce qui complexifie les conclusions pouvant étre apportées. Par exemple,
nous avons identifié que lors de la phase d’acquisition, les souris R6/1 retournent davantage
dans le bras d’habituation ce qui pourrait signifier qu’elles restent sur I'idée que la plateforme
se situe en NO, traduisant un manque de flexibilité cognitive des animaux qui est une
composante altérée dans la MH (Papoutsi et al 2014). Egalement, si les souris R6/1 sont
davantage apathiques envers les situations aversives, comme identifié en boite claire/obscure
et en champ ouvert, peut-étre qu’elles sont moins motivées a trouver la localisation de
I’échappatoire dans la piscine, ce qui expliquerait la différence d’apprentissage entre les
conditions R6 SE et WT SE. Ainsi, il est possible que les performances des souris R6/1 en double
H ne refletent pas uniqguement un défaut de mémoire spatiale égocentrique. Toutefois les
données antérieures du laboratoire ont pu corréler le phénotype des souris R6/1 dans ce test
a une atteinte biologique spécifique du striatum, en déterminant notamment un défaut
d’expression du gene immeédiat précoce Egrl ainsi qu’un déficit de réarrangement de la
chromatine au niveau de genes de plasticité cérébrale, dans le striatum Huntington (Alcala-
Vida, Lotz et al annexe2). Egalement, quelle que soit la composante comportementale
impliquée, nos données montrent une amélioration des performances des souris R6 EE lors
du probe qui confirme I'effet bénéfique de I’hébergement en cage Marlau sur la cognition des
animaux. Pour rendre les résultats plus limpides, des tests supplémentaires pourraient étre
envisagés comme le design d’un protocole évaluant la flexibilité cognitive des animaux. De
plus, il serait judicieux a I'avenir de modifier le design expérimental de sorte que la phase
d’habituation des animaux en jour 1 se fasse dans une configuration du double-H qui n’existe
plus lors de I'acquisition et du probe, voire idéalement dans un autre labyrinthe différent du
double-H, de maniére a ce que les animaux ne retrouvent pas le bras d’habituation lors de la

suite du protocole.

A I'image des résultats obtenus dans le champ ouvert, les fonctions motrices des
animaux paraissent dérégulées dans la MH et en partie restaurées avec I'EE. Ainsi, il n’est pas
a exclure qu’une partie des comportements observés dans les différents tests (e.g. temps
passé au centre du champ ouvert, latence de chute du rotarod) reposent sur un effet

bénéfique de I'enrichissement, et de I'activité physique associée, sur les fonctions motrices.
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Toutefois, les composantes cognitives déterminées en double H, le temps de traversée du
premier segment au test de la barre et les profils de localisation des animaux dans le champ
ouvert déterminé par carte de densité, sont des parametres indépendants des performances
locomotrices et démontrent que I'effet bénéfique de I'EE en condition Huntington n’est pas

uniquement moteur.

Des optimisations de protocoles et la réalisation de tests complémentaires pourraient
compléter ces données. Néanmoins, nos résultats indiquant un bénéfice de ’hébergement en
cage Marlau sur les symptémes comportementaux des souris R6/1, nous avons ainsi poursuivi
I'expérimentation et effectué les études moléculaires avec ce dispositif d’hébergement

enrichi.

2. La caractérisation du transcriptome striatal aprés hébergement en cage Marlau permet
d’identifier des génes et facteurs de transcription candidats a la neuroprotection du
striatum Huntington

L’analyse des profils transcriptomiques du striatum des animaux par RNAseq n’a pas
révélé d’amélioration du niveau d’expression des genes de l'identité neuronale par I'EE chez
les souris R6/1. Les animaux enrichis présentant toutefois une amélioration
comportementale, cela suggére que d’autres mécanismes moléculaires pathogéniques sont
corrigés dans le striatum des souris enrichies. Ces résultats sont cohérents avec les travaux de
van Dellen et coll. qui ont mis en évidence une amélioration des comportements moteurs et
exploratoires des souris R6/1 a 36 semaines, sans restauration de I'atrophie striatale et de
I'agrégation protéique (van Dellen et al 2008). De facon surprenante, une activité physique
réguliere permet de restaurer les niveaux d’expression des neurotransmetteurs
dopaminergiques et de Drd2, et induit une diminution des agrégats de HTTm dans le striatum
des modeles KI Q140 exposés a I’activité physique du sevrage a I’age de 6 mois (Stefanko et a/
2017). Ainsi, les différences de signatures transcriptomiques entre les études pourraient étre
dues aux modeles murins utilisés et/ou aux stades pathologiques étudiés ; les mécanismes
neuroprotecteurs induits par I'EE pouvant étre bénéfiques jusqu’a un certain degré

d’altération cellulaire dans le striatum, a partir duquel I'EE n’est plus suffisant.
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La signature de réexpression des genes développementaux et le shift des sous-unités
CBX de PRC1, décrites précédemment (Discussion article-axel) et traduisant un vieillissement
épigénétique accéléré dans les neurones Huntington, ont été retrouvées dans cette étude
menée sur du striatum entier. Les résultats suggerent que I'enrichissement permet d’atténuer
I’expression des génes développementaux et cibles de PRC2, toutefois les profils d’expression
des génes Cbx et Onecutl ne montrent aucun effet de I'EE. Il est possible que cette signature
ne soit pas visible dans nos données car elles sont obtenues a partir d’'un mélange de toutes
les cellules striatales, donc la signature propre aux neurones pourrait étre masquée. Ainsi, il
sera essentiel a I'avenir de caractériser les effets moléculaires de I'EE, en améliorant la
résolution des approches et en distinguant les types cellulaires (e.g. FANS-RNAseq, TRAPseq,
snRNAseq).

2.1. Modulation du métabolisme lipidique et énergétique

Néanmoins, les analyses réalisées ont permis de mettre en évidence plusieurs voies de
signalisation et facteurs de transcription dont I'expression est augmentée avec I'EE chez les
souris R6/1. Particulierement, plusieurs génes associés au métabolisme lipidique sont
modulés par I'EE. En effet, une partie des génes dont I'expression est restaurée chez les R6/1
EE sont des cibles des récepteurs des oxystérols et de rétinoides LXR-RXR, et possédent des
fonctions associées au métabolisme des lipides. Sachant que les facteurs de transcription LXR
induisent I'expression de genes impliqués dans le transport du cholestérol et la lipogenese
(Lund et al 2006), et que leur déplétion expérimentale induit des altérations du systéme
nerveux central telles qu’une perte neuronale et une désorganisation de la myéline (Wang et
al 2002), il est possible que I'activation de certains génes cibles de LXR par I'EE soit bénéfique,
en permettant d’atténuer les atteintes du métabolisme lipidique retrouvées dans le striatum
Huntington (Kacher et al 2022). Notamment, plusieurs études ont pu démontrer que
I’administration de cholestérol a des modeéles R6/2 et zQ175 de la MH, tout comme la
modulation de I'enzyme CYP46A1 qui contréle la métabolisation du cholestérol, permettent
d’améliorer la connectivité synaptique et de ralentir le déclin cognitif et la formation
d’agrégats de HTTm (Birolini et a/ 2020, 2023, Kacher et al 2019). Ainsi les effets bénéfiques
de I'EE pourraient passer via une modulation du métabolisme lipidique et de la connectivité

synaptique associée.
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Toutefois, il est également envisageable que I'EE en modulant le métabolisme lipidique
accélére la pathologie bien que cela ne transparaisse pas au niveau du comportement des
animaux. En effet, parmi les genes surexprimés en condition R6 EE vs R6 SE se trouve le géne
Pla2g3, codant pour I'expression d’une phospholipase dont le role est essentiel au stress
oxydatif. Pla2g3 est en effet surexprimé chez des modeles de stress oxydatif neuronal, a
I'origine d’une apoptose (Martinez-Garcia et al 2010). |l apparait également augmenté dans
le cortex de patient-es de la maladie d’Alzheimer et sa surexpression dans des cultures
cellulaires induit une baisse des enzymes de dégradation de I'insuline (Yui et al 2015). Ainsi,
ces résultats indiquent que Pla2g3 joue un role dans la dérégulation métabolique (via la
modulation des ROS et du glucose) en condition pathologique, qui relativiserait I'effet
bénéfique associé a I'EE et pourrait aggraver les troubles métaboliques chez les modeéles

Huntington.

Cependant, des travaux ont pu montrer que la stimulation précoce de I'activité
physique, associée a une amélioration des performances motrices des animaux, permet de
moduler la glycolyse et de préserver la chaine respiratoire mitochondriale dans le cerveau des
souris R6/1 et Q140 (Herbst et Holloway 2015, Caldwell et al 2020). Enfin, I'expression du géne
Adipor2 codant pour le récepteur a I'adiponectine, une adipocytokine, est spécifiqguement
induite dans le striatum des souris R6/1 hébergées en EE. Ce récepteur, activant les voies de
PPARa et impliqué dans I'oxydation des acides-gras, la capture du glucose et le contréle de
I'insulinémie, pourrait constituer une cible moléculaire prometteuse dans la résilience
cellulaire induite par I'EE (Yamauchi et al 2003, Iwabu et al 2021, Khandelwal et al 2022). En
effet, plusieurs études ont démontré que I'administration d’AdipoRon -équivalent synthétique
de I'adiponectine- améliore les performances cognitives dépendantes de I’hippocampe, limite
I’hyperactivation microgliale et la neuroinflammation et prévient la perte neuronale chez des
modeles murins d’ischémie et de maladie d’Alzheimer (Miao et al 2021, Yan et al 2022).
Notamment, Khandelwal et coll. ont démontré que I'amélioration cognitive des modeles
APP/PS1 de la MA dépendante de I'administration d’AdipoRon, corréle avec une
augmentation du métabolisme du glucose, passant par une augmentation de I'expression des
récepteurs GLUT et de la recapture du glucose (Khandelwal et al 2022). Ainsi, il serait
intéressant de doser le niveau d’adiponectine dans les différents compartiments de

I'organisme (e.g. sang et liquide céphalo-rachidien) de maniere a définir 'impact de I'EE sur
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les niveaux d’adiponectine cérébrale. De plus, au vu des altérations du métabolisme du
glucose dans la MH, et du fait que I'induction d’Apidor2 dans le striatum des animaux R6 EE
corréle avec une amélioration du phénotype comportemental, il pourrait étre envisagé de
moduler la voie de signalisation de I'adiponectine pour ralentir la mise en place des
symptémes moléculaires et comportementaux de la MH.

Globalement, I'ensemble de nos résultats et associé aux données de la littérature
semblent mettre en évidence une modulation du métabolisme striatal par I'EE, bien que
I’'amélioration ou I’aggravation de celui-ci ne soit pas clair. Ainsi, il serait pertinent d’étudier
davantage les signatures transcriptomiques et métabolomiques des différents types
cellulaires du striatum des animaux hébergés en cage Marlau (e.g profils transcriptomiques
des genes de la chaine respiratoire mitochondriale, dosage des métabolites), de maniére a

définir la capacité de I'EE a restaurer I’état métabolique des souris R6/1.

2.2. Modulation de la voie des glucocorticoides

Une fraction importante des génes dont I’expression est restaurée chez les souris R6/1
hébergées en cage Marlau sont des genes cibles des récepteurs au glucocorticoide NR3C1 et
NR3C2. Ces facteurs de transcription sont en particulier impliqués dans la régulation de
I'activité du systeme hypothalamo-hypophyso-surrénalien en réponse a la fixation de
glucocorticoides (Gass et al 2001). Particulierement, I'inhibition de ces récepteurs dans le
systéme nerveux central et périphérique par systéeme Cre/Lox est responsable d’une
diminution des glucocorticoides circulants et du comportement d’anxiété des animaux
(Tronche et al 1999). En 2015, Pan-vazquez et coll. ont démontré que chez des animaux isolés,
la mise a disposition en libre acces de roues d’activité permet d’augmenter le niveau
d’expression de NR3C1 dans I'hippocampe et de diminuer la présence de ’ARN non codant
miR-124 réprimant NR3C1. Cette modulation du récepteur aux glucocorticoides correle avec
une augmentation du comportement d’étirement (stretching) des animaux en labyrinthe en
croix surélevé, que les auteur-ices interpretent comme une augmentation de la résilience au
stress (Pan-Vazquez et al 2015). Ainsi, il est possible que I’'hébergement des modéles de la MH
et animaux controles en cage Marlau, module I'activité de I'axe hypothalamo-hypophyso-
surrénalien, ce qui régulerait le niveau d’anxiété des animaux comme observé dans les tests

comportementaux.
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De plus, parmi les genes cibles de NR3C1 dont I'expression est restaurée avec I'EE dans
le striatum, figure le gene Cdknla codant pour la protéine p21, un inhibiteur de kinase connu
pour ses fonctions anti-apoptotiques et son réle de contréle du cycle cellulaire (Abbas et Dutta
2009, Papismadov et al 2017). De fagon intéressante p21 via son interaction au domaine
répresseur de la chromatine CRD1 peut activer le facteur transcriptionnel p300 (Snowden et
al 2000). De plus, Yosef et coll. ont montré que dans des modeles cellulaires de sénescence
induite par des dommages a I’ADN, le knock-down de p21 augmente |'altération de I’ADN et
diminue la survie des cellules en activant la voie des caspases et des kinases junk. Ainsi, les
auteur-ices ont démontré que I'expression de p21 joue un réle anti-apoptotique protecteur
lors du vieillissement (Yosef et al 2017). De ce fait, il est possible que I'EE en augmentant
I'expression de Cdknla, potentiellement par un contréle de Nr3cl, joue un role
neuroprotecteur chez les souris R6/1 en restaurant les fonctions de I'HAT p300 et/ou en
atténuant les mécanismes de sénescence induits par des dommages a I’ADN. Des expériences
de ChlIPseq ciblant Cdknla ou Nr3c1 dans le striatum, ainsi qu’un dosage des glucocorticoides,
pourraient nous informer sur I'effet de la modulation des glucocorticoides dans le striatum
des souris R6/1 induite par I'EE. De plus, nos travaux récents ayant identifié un vieillissement
accéléré dans le striatum Huntington, il semble d’autant plus intéressant de cibler la voie de
Cdknla, par exemple par une modulation de son expression dans le striatum de modeles
murins de la MH et caractérisation comportementale et moléculaire (e.g état de I'érosion
épigénétique Huntington, dommages a I’ADN et niveau d’instabilité de la mutation de HTT)

des animaux.

L'ensemble de nos résultats ont permis de confirmer le bénéfice apporté par
I’hébergement en cage Marlau sur les modeles R6/1 de la MH. L’analyse préliminaire des
données RNAseq a également permis d’identifier des voies de signalisation qui apparaissent
modulées par I'EE (métabolisme lipidique, glucocorticoides) et certains facteurs protéiques
tels que Adipor2 et Cdknla, qui pourraient constituer des cibles d’intérét a moduler par des
études pré-cliniques. Toutefois, cette analyse de RNAseq reste préliminaire et des analyses
complémentaires sont en cours. Notamment, bien que les travaux de Dubois et coll. n’aient
pas mis en évidence d’effet de I'EE sur les petits ARN non codants dans le striatum de souris
R6/1 (Dubois et al 2021), il serait judicieux de confirmer ou infirmer cette observation apres

hébergement en cage Marlau (une analyse des IncARN est en cours au laboratoire).
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Egalement, I'hypothése de ce projet repose sur le fait que I'EE soit bénéfique dans le contexte
Huntington par une modulation des régulations épigénétiques, ainsi il est essentiel d’étudier
I'impact de I'EE sur les régulations épigénétiques dans les striatum des souris R6/1.
Particulierement, une caractérisation des marques H3K27ac et H3K9ac par CUT&Tag sur
noyaux neuronaux triés par FANS est actuellement en cours au laboratoire. Il serait également
judicieux d’établir les profils épigénétiques d’autres marques d’histones dérégulées dans la
maladie (e.g H3K18ac, H3K27me3, H2AK119ub...). Plus largement, Zocher et coll. ont pu
démontrer que I'EE tend a rajeunir les horloges épigénétiques sur les genes de plasticité
neuronale dans I"hippocampe de souris agées (Zocher et al 2021). Ainsi il serait intéressant de
caractériser également le méthylome des animaux aprés hébergement en cage Marlau ou lors
de la modulation des voies susceptibles de ralentir la physiopathologie (e.g administration de
AdipoRon). Plus globalement, il serait intéressant de caractériser I’évolution de la pathologie
par des biomarqueurs tels que le niveau d’agrégation de HTT mutée, ou encore par I'étude de
I'instabilité de I'’expansion CAG et des fonctions des mécanismes de réparation de ’ADN post-
EE, ce qui pourrait étre informatif sur les mécanismes moléculaires responsables de la

résilience des animaux induite par I'EE.
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Discussion & perspectives générales
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Des perspectives thérapeutiques émergent pour ralentir la maladie voire inactiver la
protéine HTTm (Saft et al 2023, UniQure Biopharma 2023, Hoffman-LaRoche 2024, Estevez-
Fraga et al 2024), mais il n’existe aujourd’hui aucun traitement de la MH et il est essentiel de
comprendre le décours temporel et les mécanismes pathologiques impliqués dans la
spécificité de I'atteinte neuronale pour identifier des cibles thérapeutiques précises. Parmi les
mécanismes altérés dans la MH, il est établi que les neurones striataux vulnérables présentent
une dérégulation épigénétique et transcriptionnelle caractérisée notamment par une perte
d’expression des genes d’identité (Vashishtha et al 2013, Achour et al 2015, Francelle et al
2017, Alcal3-Vida et al 2021b, Langfelder et al 2016, Merienne et al 2019, Malaiya et al 2021,
Matlik et al 2024, Pressl et al 2024), et que le striatum Huntington est la cible de déficits
métaboliques variés allant d’un stress oxydatif a des pertes de fonctions du métabolisme du
glucose et des lipides (Damiano et al 2010, Sorolla et al 2008, Weiss et al 2023, Boussicault et
al 2014, Valenza et 2010). Ainsi les travaux réalisés durant cette thése ont eu pour but de
décrypter les mécanismes épigénétiques impliqués dans la pathogenese de la MH dans les
neurones du striatum de modeéles murins, et de déterminer I'impact d’une intervention non
pharmacologique (enrichissement environnemental) sur la pathogenése, de maniere a

identifier des cibles d’intérét thérapeutique.

Bien que I'étiologie de la MH soit connue -la maladie est causée par une mutation
unique (une expansion de CAG supérieure a 35-40 répétitions) dans I’exon1 du géene HTT- les
mécanismes par lesquels cette mutation induit I'ensemble des dérégulations cellulaires
associées, et plus particulierement les atteintes épigénétiques et métaboliques précoces,
restent mal compris. La nature des entités toxiques (ADN muté (expansion CAG), ARN HTT
muté, protéine HTT mutée), ainsi que les liens de causalité et de temporalité entre les
différentes dérégulations cellulaires, reste aujourd’hui incertains. Dans ce contexte, nos
travaux ont permis d’ajouter une pierre a I’édifice en consolidant certaines hypotheses qui ont

émergé récemment, et en en proposant de nouvelles.

178 | Discussion



1. Instabilité somatique de I'expansion CAG, vieillissement épigénétique accéléré et

mécanismes de réparation de ’ADN
1.1. Hypothése bi-phasique de la pathogenése

Les travaux récents du laboratoire de S.McCarroll suggerent que l'instabilité de la
mutation CAG est un mécanisme nécessaire et qui précede la toxicité induite par la HTTm
(McCarroll 2023, Handsaker 2024), ce qui en fait un mécanisme essentiel qu’il est nécessaire
de caractériser pour comprendre les mécanismes impliqués de facon la plus précoce dans la
pathogenese de la MH. Notamment, une théorie émergente propose qu’il existe une
dynamique du processus pathogénique de la MH en deux phases majeures, dont la transition
est déterminée par un nouveau seuil de I'expansion CAG dans le gene HTT (Hong et al 2021,
MccCarroll 2023, Handsaker 2024). Plus précisément, McCarroll et coll. ont cherché a corréler
le niveau d’instabilité somatique de I'expansion CAG avec la dérégulation transcriptionnelle,
en étudiant l'instabilité somatique et le transcriptome de cellules uniques provenant de
cerveau post-mortem de patient-es Huntington. L’analyse des données met en évidence une
premiere phase relativement asymptomatique et associée a une altération minime du
transcriptome au cours de laquelle le nombre de répétitions CAG s’allonge via le mécanisme
d’instabilité somatique décrit précédemment (Introduction-1.1.2). A I'image des MSNs du
striatum, les cellules les plus vulnérables a la MH sont particulierement affectées par ce
mécanisme d’instabilité et atteignent plus rapidement le seuil de 150 CAG a l'origine de la
deuxieme phase (Handley et al 2024). Les données de McCarroll et coll. montrent que le
transcriptome des neurones striataux dont I’expansion CAG dépasse le seuil de 150 répétitions
est fortement dérégulé. En particulier, les génes d’identité sont diminués et les genes
développementaux apparaissent augmentés. Ainsi, cette seconde phase serait la plus
importante pour le dysfonctionnement des neurones et leur dégénérescence (McCarroll 2023,
Handsaker 2024). Ce nouveau modele bouscule le dogme des maladies a expansion de
polyglutamine, puisqu’il propose deux seuils déterminants des répétitions CAG : un premier
seuil de 'ordre de 35-40 CAG qui correspond au seuil a partir duquel la mutation devient
somatiquement instable, en particulier dans les neurones vulnérables, et un second seuil de
I'ordre de 150 CAG qui correspond a la limite a partir de laquelle les produits du gene muté,

notamment la protéine HTTm, deviennent toxiques.
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De fagon intéressante, la signature transcriptionnelle de perte d’identité cellulaire
observée dans le striatum post-mortem de patient-es est comparable a celle retrouvée dans
les modéles murins transgéniques R6/1 et knock-in Q140 (Résultats article-axel) ce qui
renforce nos résultats et confirme la pertinence de ces modeéles murins pour étudier les
processus pathogéniques de la MH. De plus, les souris R6/1 et Q140 expriment une HTT
mutée, instable somatiquement, et proche du seuil de 150 CAG a la naissance. Ainsi, il est
vraisemblable que la phase toxique du processus pathogénique -la seconde phase- démarre
tres rapidement chez les modeles murins de la MH exprimant une expansion CAG proche de
ce seuil. Al'inverse, ce dogme basé sur |’expansion de la mutation et le seuil a 150 CAG remet
en question les modéles murins dépourvus d’instabilité somatique tels que les BACHD ou la
séquence CAG est interrompue par des triplets CAA (Pouladi et al 2012), ainsi que les cultures
cellulaires issues d’iPSC générées a partir de fibroblastes de patient-es Huntington ou la
mutation est relativement stable et ou le temps d’expérimentation ne permet pas d’atteindre

le seuil de 150 CAG.
1.2. Vieillissement épigénétique et réparation de ’ADN

La signature transcriptionnelle observée dans le cerveau de patient-es de la MH par
McCarroll et coll., qui est déclenchée lors de cette seconde phase, est similaire a I'érosion de
I'identité neuronale provoquée par une accélération du vieillissement épigénétique que I'on
a identifié chez les modeles murins Huntington (Résultats article-axel). Or, selon la théorie de
I'information du vieillissement développée par Sinclair et coll., ce sont des mécanismes de
réparation de I'ADN qui sont a l'origine de I’érosion épigénétique et transcriptionnelle
associée au vieillissement cellulaire (Lu et al 2023, JH.Yang et al 2023, N.Yang et al 2023).

Toutefois, la nature de ces mécanismes reste a déterminer chez les mammifeéres.

Nos données suggerent que PRC1 contribue a I'accélération de I’érosion épigénétique
des neurones striataux chez les souris modeles de la MH. En effet, nous avons montré une
dérégulation de H2AK119ub dans le striatum Huntington. Or, cette marque épigénétique est
impliquée dans le recrutement de protéines impliquées dans la réparation de I’ADN.
Notamment, lors d’une cassure de I’ADN double brin, le recrutement de PRC1 a la chromatine,
induit le dépo6t de la marque H2AK119ub qui maintient localement la chromatine dans un état
de répression transcriptionnelle. De plus la sous-unité BMI1 de PRC1 recrute la protéine CtIP

qui est alors sumoylée par Cbx4 et qui permet le recrutement des mécanismes de réparation
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de I'ADN (Fitieh et al 2022, Soria-Bretones 2017, Ismail et al 2010, Ismail et al 2012).
Egalement, nous avons identifié qu’en condition pathologique il existe un réarrangement des
sous-unités CBX de PRC1 qui pourrait étre a l'origine -par une augmentation de CBX4
notamment- d’'une modification des propriétés de réparation de I’ADN induite par PRC1, et
également d’une perturbation des mécanismes de séparation de phase dans le compartiment
nucléaire. En effet, a I'image de CBX2, les sous-unités CBX4/7/8 de PRC1 possédent des
propriétés physico-chimiques de séparation de phase qui leur permettent de stimuler les
activités enzymatiques de PRC1 via la formation de consensats moléculaires (Brown et al
2023). Ainsi, le réarrangement des sous-unités CBX en condition Huntington pourrait modifier
ce mécanisme, d’autant plus que CBX6, la sous-unité principalement exprimée dans les MSNs
et diminuée par la mutation Huntington (au profit de CBX2/4/8), est dépourvue de la propriété
de séparation de phase. PRC1 pourrait donc étre un mécanisme clé du processus d’érosion
épigénétique impliqué dans le vieillissement cellulaire en faisant le lien entre réparation de
I’ADN et reprogrammation épigénétique. Il serait intéressant de décrypter I'impact du shift de
CBX sur les processus de séparation de phase. Egalement, il est envisageable que PRC1 soit
recruté différemment le long de la chromatine selon les sous-unités qui le compose, ainsi, des
expériences de ChlIPseq ciblant les protéines CBX et/ou PRC1 pourraient étre envisagées dans
le striatum Huntington. Plus largement, il est décrit que I'ubiquitinylation de H2A sur d’autres
lysines (e.g. H2AK15ub, H2AK127ub) participe aux mécanismes de réparation de I’ADN
(Uckelmann et Sixma 2017). De plus, des données obtenues chez le ver c.elegans montrent
gu’avec I'dge les protéines présentent une déplétion globale en ubiquitinylation (Koyuncu et
al 2021). Ainsi il est possible que les processus d’ubiquitinylation soient largement altérés chez
les modeles de la MH, et il serait judicieux de définir les profils d’ubiquitinylation des histones
en condition Huntington afin de déterminer si la dérégulation est globale ou limitée a la

marque H2AK119ub dépendante de PRC1.

D’aprés le rble essentiel que jouent les MMR dans l'instabilité somatique de la
mutation Huntington dans les cellules les plus vulnérables (Introduction-1.1.2), la premiére
phase pathogénique décrite par McCarroll et coll. semblerait étre en lien direct avec les
mécanismes de réparation de I’ADN. Ainsi, il est envisageable que cette premiére phase puisse
contribuer a une altération plus globale de la réparation de I'ADN, ce qui déterminerait

I'entrée dans la seconde phase pathogénique d’érosion épigénétique. Notamment nous
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pouvons émettre I’"hypothese que la dérégulation de PRC1 est progressive durant la phase
asymptomatique et aboutit au bout d'un certain niveau de dérégulation et/ou de
réarrangement de ses sous-unités CBX, a une telle perte de fonction qu’elle serait responsable
de la dérépression des genes développementaux. Pour étudier cette hypothése ou tout du
moins explorer la dynamique temporelle des altérations de PRC1, il pourrait étre envisagé, de
la méme maniere que McCarroll et coll. ont déterminé les signatures transcriptionnelles dans
les cellules uniques selon la taille de leur mutation, de définir le degré de corrélation entre

I'atteinte épigénétique (notamment de H2AK119ub) et la taille de la mutation de HTT.

Concernant le 2¢ axe de cette thése, bien que nos données transcriptomiques soient
préliminaires, elles montrent qu’un hébergement en milieu enrichi tend a atténuer la
surexpression des genes développementaux dans le striatum Huntington. Or I'exercice est
bénéfique pour ralentir les mécanismes de vieillissement en garantissant la maintenance de
la stabilité génomique, par un maintien entre autres de I’homéostasie mitochondriale
(Rebelo-Marques et al 2018, Fiorito et al 2021, Fitzgerald et al 2021, Sujkowski et al 2022).
Particulierement, nos données ont permis d’identifier que cet effet protecteur de I'EE sur
I’érosion épigénétique Huntington pourrait passer par la régulation de I'expression du géne
Cdknla (Papismadov et al 2017). En effet Cdknla apparait dans nos résultats sous-exprimé
dans le striatum des souris R6/1 en condition basale, et ce profil est en partie restauré par
I'EE. De facon intéressante, Yosef et coll. ont étudié les effets du knock-down de la protéine
p21 -codée par le géne Cdknla- dans des modeles cellulaires (fibroblastes) de sénescence
induite par des dommages a I’ADN (Yosef et al 2017). Les auteur-ices ont montré que dans ce
modele l'interférence d’expression de p21 -par siARN- augmente la mortalité cellulaire, en
activant la voie des caspases et des kinases JUNK. Les données montrent également que le
knock-down de p21 augmente I'altération de I’ADN : I'expression des génes de dommage a
I’ADN étant augmentée, tout comme les marqueurs des mécanismes de réparation de I’ADN
(yH2AX et p53BP1)(Yosef et al 2017). Ainsi, il est possible que I’'hébergement par cage Marlau,
en restaurant I'expression de Cdknla, favorise la survie cellulaire et atténue les dommages a
I’ADN dans le striatum Huntington présentant un vieillissement accéléré. Egalement, il est
envisageable que I'EE en améliorant la stabilité génomique et diminuant l'instabilité de la
mutation de HTT, puisse ralentir ainsi I'évolution vers la seconde phase du processus

pathogénique. Il serait alors judicieux de mesurer I'impact de I'EE sur l'instabilité somatique
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de la mutation de HTT ainsi que I'activité de réparation de I’ADN dans le striatum des animaux
en condition basale et apres EE (e.g. par étude de la marque d’histone yH2AX associée aux
sites de coupure de ’ADN). De plus, il serait intéressant de définir I'effet d’'une surexpression
expérimentale de Cdknla dans le striatum Huntington de fagon a déterminer son réle sur

I'instabilité de la mutation de HTT et sur la perte d’identité accélérée des cellules vulnérables.
1.3. Entités toxiques et temporalité

Bien que nos données suggerent des pistes explicatives, les mécanismes qui lient
I'instabilité somatique de la mutation de HTT a I'accélération de I'érosion épigénétique dans
les neurones vulnérables restent a déterminer. Pour ce faire, il sera important de préciser la
temporalité de ces événements ainsi que les entités toxiques impliquées quand le seuil de la
mutation atteint environ 150 CAG. Il est possible que la protéine HTTm devienne extrémement
toxique a partir de ce seuil, notamment en formant des agrégats nucléaires, les données de
McCarroll et coll. montrant une présence accrue des agrégats dans les noyaux possédant plus
de 250 CAG supportent une telle hypothese (Handsaker 2024). La formation de ces agrégats
dans le compartiment nucléaire pourrait perturber |'activité des facteurs protéiques,
notamment des régulateurs chromatiniens, transcriptionnels et/ou impliqués dans la
réparation de ’'ADN, comme par exemple CBP qui est retrouvé dans les agrégats de HTTm
(Nucifora et al 2011). Egalement, la présence de ces agrégats, tout comme la présence d’une
longue expansion CAG le long de 'ADN, peut potentiellement altérer la compartimentalisation
de la chromatine qui se fait en I'absence de membranes via les mécanismes de séparation de
phase (Shakya et al 2020, Ng et al 2022), ce qui pourrait étre a I'origine d’'un changement
drastique des signatures épigénétiques et transcriptionnelles dans les neurones vulnérables.
Enfin, il n’est pas exclu que I’ARN issu de la transcription du géne HTTm présente des fonctions
pathologiques propres, comme c’est le cas dans la myotonie dystrophique de type 1 ou
I'expression d’ARN-polyCUG est toxique et séquestre des facteurs d’épissage (Jiang et al

2004).

Egalement, il n'est pas totalement a exclure que la mutation de HTT induise des
perturbations et/ou que des mécanismes de compensation se mettent en place avant méme
I'atteinte du seuil de 150 CAG. En effet, les travaux de Humbert et coll. montrent des
dysfonctionnements cellulaires dés les stades développementaux dans le cortex d’embryons

humain agés de 13 jours, stade auquel il est inenvisageable de retrouver une expansion de
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CAG supérieure a 150 pour les formes adultes de la maladie, qui représentent les formes
prédominantes (Barnat et al 2020, Ratié et Humbert 2024). De plus, nos données générées
chez les souris Q140 montrent une dérégulation de Onecutl dés I'age de 2 mois. Ainsi bien
gu’il ne soit pas a exclure que le seuil de 150 CAG soit déja dépassé a cet age dans la majorité
des MSNs, cela pourrait suggérer une dérégulation précoce de ce géne impliqué dans le
développement. Ainsi, il serait essentiel d’élargir la fenétre temporelle des analyses en
commencant deés les stades les plus précoces de la pathologie et/ou en travaillant sur des
modeles a cinétique plus lente (e.g. KI Q111), pour lesquels on peut espérer ne pas encore

avoir atteint le seuil de toxicité de la HTT.

2. Role des altérations métaboliques dans la reprogrammation épigénétique et I'instabilité
de I’expansion CAG dans les neurones du striatum Huntington

Au cours du vieillissement cellulaire, les fonctions métaboliques sont également
massivement atteintes, et la stimulation et/ou le dysfonctionnement du métabolisme
énergétique au cours de la vie influence la vitesse de vieillissement cérébral (Mattson et
Arumugam 2018, Stillman et al 2017). Notamment, avec I'age le systéme nerveux central
présente une altération de 'intégrité des mitochondries, une augmentation du stress oxydatif,
une diminution de la respiration mitochondriale ou encore une baisse de la glycolyse qui tend
a étre remplacée par une utilisation de I’ACoA hors du cycle de Krebs pour produire des corps
cétoniques (Stahon et al 2016, Santos et al 2013, Pandya et al 2015, Yao et al 2010). Ainsi,
bien gqu’on ne sache pas encore si les altérations épigénétiques précedent et causent les
altérations métaboliques associées au vieillissement cellulaire physiologique ou accéléré dans
le cas de la MH, ou si au contraire les atteintes métaboliques sont responsables de I’érosion
épigénétique, il est vraisemblable que ces deux mécanismes majeurs du vieillissement
cellulaire soient étroitement liés et associés au dysfonctionnement et a la dégénérescence des

neurones vulnérables a la MH.

Tout d’abord, il est décrit que les ROS peuvent influencer les processus de réparation
de I’ADN (Srinivas et al 2019). Ainsi les altérations métaboliques a I'origine d’un stress oxydatif
dans la MH peuvent induire le recrutement des mécanismes de réparation de I’ADN ce qui
peut contribuer a l'instabilité de I'expansion CAG et pourrait favoriser une dégradation plus
globale de la réparation de I’ADN dans les neurones vulnérables, entrainant in fine une érosion

épigénétique (Budworth et al 2015, Kovtun et al 2007).
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Plus globalement, les MSNs qui expriment la HTTm présentent une atteinte précoce
du métabolisme énergétique et lipidique et la présence de HTTm altére l'intégrité des
mitochondries a 'origine d’'une augmentation du stress oxydatif (Damiano et al 2010, Sorolla
et al 2008, Weiss et al 2023, Boussicault et al 2014, Valenza et 2010, Introduction-1.4.3). Or de
nombreuses études montrent que la fonction mitochondriale et le métabolisme du glucose
ont un impact direct sur les régulations épigénétiques. En effet I'acétyl-CoA (ACoA) nucléaire,
substrat nécessaire a l'acétylation des histones, est produit essentiellement a partir de la
glycolyse, du cycle de Krebs ou du métabolisme lipidique par les enzymes Pyruvate
déshydrogénase, ACSS2 et ACLY respectivement (Sutendra et al 2014, Wellen et al 2009,
Mews et al 2017, Sivanand et al 2018, Jo et al 2020, Etchegaray et Mostoslavsky 2016). Ainsi,
il est envisageable que I'altération métabolique des MSNs striataux Huntington soit a I'origine
d’un shift des enzymes de syntheése voire d’une production insuffisante d’ACoA nucléaire. De
ce fait, de la méme maniere que l'inhibition d’Acss2 dans le systéme nerveux central de souris
induit un déficit cognitif par manque de disponibilité de I’ACoA et une baisse de H3K9ac
(Alexander et al 2022, Mews et al 2017), les atteintes métaboliques des neurones du striatum
Huntington pourraient étre a I'origine d’un défaut d’acétylation des histones et contribuer a

la perte de fonction neuronale.

Par ailleurs, nos résultats suggérent que le facteur de transcription anti-sénescence
Glisl est impliqué dans la réponse au stress des MSNs, et que cette réponse est diminuée dans
les MSNs exprimant la HTTm. De maniére intéressante, les effets anti-vieillissement de ce
facteur de transcription passent par 'activation d’une cascade de signalisation épigénome-
métabolome-épigénome qui implique une coordination de la régulation de I'acétylation et de
la lactylation des histones par la glycolyse (Li et al 2020). Plus précisément, cette étude montre
qgue Glisl permet de reprogrammer les cellules sénescentes en cellules pluripotentes, tout en
améliorant la stabilité du génome. Pour ce faire, Glis1 se lie et ouvre la chromatine au niveau
des genes glycolytiques, et ferme la chromatine au niveau de génes somatiques afin d’activer
la glycolyse. Le flux glycolytique élevé entraine alors une augmentation de I'ACoA et du
lactate, ce qui permet dans un second temps d’acétyler et de lactyler les histones au niveau
de genes de pluripotence, et ainsi d’activer la transcription de ces génes (Li et al 2020). Ainsi,
il est possible que Glisl joue un role clé dans I'interfacage des régulations métaboliques et

épigénétiques, et que la dérégulation de Glis1 dans les MSNs Huntington soit a I'origine d’un
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découplage des deux mécanismes, qui précipiterait I’érosion épigénétique et le vieillissement
des MSNs. Cette hypothese pourrait étre étudiée en surexprimant Glisl dans les neurones
striataux de modeéles murins de la MH, par exemple a I'aide de vecteur viraux de type AAV. De
plus, si I’hypothése est exacte, la lactylation des histones pourrait étre affectée dans le
striatum Huntington, ce qui pourrait également étre évalué par des approches de ChiPseq ou
CUT&Tag avec des anticorps dirigés contre la lactylation des histones (Xie et al 2022, Merkuri
et al 2024). Enfin, le métabolisme énergétique fournissant de nombreux substrats pour les
modifications épigénétiques autres que l'acétylation (e.g. lactylation, succinylation,
crotonylation), il reste essentiel d’identifier par des approches protéomiques de nouvelles
marques d’histones dérégulées dans la MH, impliquées dans I'altération du couplage entre
régulations métaboliques et épigénétiques dans les neurones Huntington (El Kennani et al

2018).

Enfin, les effets bénéfiques de I'EE sur le comportement des souris R6/1 sont associés
a la surexpression de génes liés au métabolisme lipidique dans le striatum Huntington, tel
qu’Adipor2, codant pour le récepteur a I’adiponectine et impliqué dans I'oxydation des acides-
gras, la capture du glucose et le contréle de I'insulinémie (Yamauchi et al 2003, Khandelwal et
al 2022). Egalement, la stimulation précoce de I'activité physique, associée a une amélioration
des performances motrices des animaux, permet de moduler la glycolyse et de préserver la
chaine respiratoire mitochondriale dans le cerveau des souris R6/1 et Q140 (Herbst et
Holloway 2015, Caldwell et al 2020). Ainsi, de la méme maniere que I'inhibition de OGG1 -une
enzyme glycosylase impliquée dans I'excision de base induite par les ROS- améliore la stabilité
de I'expansion CAG et retarde I'apparition des symptémes moteurs chez des modeéles murins
de la MH (Budworth et al 2015, Kovtun et al 2007), I'EE pourrait limiter I'instabilité somatique
de I'expansion CAG des souris R6/1. L’activité de réparation de ’ADN par excision de base
étant plus importante dans le striatum Huntington la ou I'instabilité somatique est plus élevée
(Goula et al 2009), il serait intéressant d’étudier cette hypothése en évaluant |'activité de
réparation par excision de base chez les animaux hébergés en EE. De plus, les effets bénéfiques
de I'EE sur I'expression anormale de genes développementaux dans le striatum Huntington
pourraient passer via une atténuation de la dérégulation épigénétique et transcriptionnelle
par le contrble de la synthese glycolytique d’ACoA. Pour tester cette hypotheése il serait

intéressant de moduler, par des approches virales, les voies de synthése d’ACoA nucléaire (e.g
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Acss2, Acly, PdhB) dans les neurones du striatum de modeles murins de la MH, et étudier les

phénotypes comportementaux et moléculaires (notamment épigénétiques) associés.

Ainsi, il est vraisemblable qu’un lien fonctionnel unisse les différents mécanismes
altérés dans les neurones vulnérables a la MH, c’est-a-dire I'instabilité de la mutation de HTT,
les atteintes métaboliques et I'érosion épigénétique accélérée. Pour décrypter ce lien il serait
intéressant de compléter les expériences par des analyses métabolomiques avec ou sans EE.
De plus, les analyses transcriptomiques effectuées au laboratoire indiquent que les enzymes
impliquées dans la production d’ACoA nucléaire sont dérégulées dans le striatum des souris
modeéles de la MH, tandis que nos données épigénomiques suggerent une altération générale

de 'acétylation des histones (Penaud, Brulé, Merienne données non publiées).

3. Perspectives thérapeutiques

Les travaux effectués au cours de cette thése a partir de modéles murins de la MH ont
permis d’identifier de nouveaux mécanismes moléculaires associés a la pathogenese, qui
ouvrent ainsi de nouvelles perspectives thérapeutiques. Tout d’abord, nos résultats suggérant
un role central de I'érosion épigénétique accélérée dans les neurones vulnérables a la MH, il
serait judicieux de chercher a I'atténuer en ciblant potentiellement PRC1 et ses sous-unités
CBX et/ou en en limitant I'instabilité somatique. Egalement, par la caractérisation temporelle
des altérations épigénétiques et I’hébergement des animaux modeles de la MH en EE, nous
avons pu identifier des cibles moléculaires qu’il pourrait étre intéressant de moduler pour
booster les mécanismes de neuroprotection et de résilience cellulaire. Par exemple, la
surexpression de facteur d’anti-sénescence tel que Glisl pourrait permettre de corriger le
vieillissement épigénétique accéléré. Il serait aussi possible d’agir sur la voie des
glucocorticoides et de chercher a restaurer I'expression de Cdknla qui a un réle anti-
apoptotique et protege l'intégrité de I’ADN durant le processus de vieillissement. Enfin, nos
données suggerent l'intérét de moduler la voie des adipocytokines et Adipor2 dont la
surexpression pourrait permettre d’améliorer le métabolisme énergétique et lipidique et in

fine de ralentir les atteintes cognitives dans le contexte Huntington.

Nos travaux ont permis de montrer que les genes associés a la réponse au stress
cellulaire et anti-sénescence sont dérégulés dans les neurones du striatum Huntington.

Particulierement, comme détaillé précédemment (Discussion générale-1.2), nous avons
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identifié Glis1 comme étant une cible d’intérét : ce facteur de transcription pourrait faire le
lien entre les altérations métaboliques et épigénétiques de la MH (Li et al 2020). De plus, de
facon intéressante nos analyses montrent que la perte d’expression de Glis1 corréle avec la
vulnérabilité des différents types cellulaires du striatum Huntington. Ainsi, nos observations
mettant I’érosion épigénétique et le vieillissement accéléré au centre de la physiopathologie
de la MH, il serait intéressant de définir le potentiel thérapeutique de I'administration de
facteurs de réjuvénation chez les modéles murins Huntington (Cipriano et al 2024). Dans ce
contexte, Glis1 constitue d’autant plus une cible de choix, son expression associée aux facteurs
de Yamanaka permettant la reprogrammation épigénétique des cellules sénescentes
(Maekawa et al 2011, Li et al 2020). De plus, a I'image des travaux de Smeath-Geater et coll.
ayant montré que I'administration d’un inhibiteur du facteur développemental WNT permet
de préserver I'identité des neurones Huntington en culture, nos résultats ouvrent de nouvelles
perspectives thérapeutiques par la modulation des mécanismes impliqués dans I'acquisition

et le maintien de l'identité cellulaire.

Egalement, les études réalisées sur les modeles murins d’ischémie et de MA, ayant
pour but d’activer la voie d’Adipor2 par administration d’adiponectine ou de |’agoniste
AdipoRon ont montré des bénéfices pour ralentir les altérations cognitives des animaux (Miao
et al 2021, Yan et al 2022, Khandelwal et al 2022). La stimulation de cette voie chez les souris
APP/PS1 modeles de la MA améliore la mémoire et la cognition des animaux et réduit les
biomarqueurs de la maladie tels que les agrégats de plaques AP et la phosphorylation de tau.
Cet effet bénéfique de la stimulation d’Adipor2 semble vraisemblablement passer par une
amélioration du métabolisme énergétiqgue en augmentant la capture du glucose et
I’expression des récepteurs a l'insuline (Khandelwal et al 2022). De plus, I'activation des
AdipoR par I'adiponectine est a I'origine de la phosphorylation de ’AMP kinase alpha, connue
pour étre impliguée dans le maintien de ’lhoméostasie cellulaire dans la réponse au stress en
régulant notamment la production de ROS, I'apoptose cellulaire, les dysfonctionnements
mitochondriaux ou encore les processus de réparation de I’ADN (Wang et al 2012). Nos
données RNAseq montrent une augmentation spécifique d’Adipor2 par I'EE chez les souris
R6/1, qui correle avec des bénéfices comportementaux. Ainsi, I'activation des AdipoR par
enrichissement de I’'environnement et/ou par approche pharmacologique pourrait constituer

une piste thérapeutique commune a différentes maladies neurodégénératives. Pour explorer
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cette hypothése, il serait pertinent d’effectuer une étude préclinique en administrant
AdipoRon de fagon chronique a des souris modeles de la MH, et d’étudier I'effet de ce

traitement sur le décours de la pathologie.

De plus, nos travaux pourraient conduire a I'identification de biomarqueurs de la MH.
Par exemple, il serait intéressant de définir si les niveaux d’adipocytokines dans le sang et/ou
le liquide cérébro-spinal corrélent avec le niveau d’enrichissement ou I'avancée de la
pathologie. Egalement, a I'image des travaux de Wagner et coll. qui ont identifié que la
présence de certains ARN non codants dans le plasma peut constituer un marqueur sanguin
du vieillissement (Wagner et al 2023), il serait intéressant de définir si le vieillissement
accéléré Huntington peut se retranscrire a travers les ARN non codants présents dans le
compartiment sanguin, de maniére a informer précisément sur I'état d’avancement de la

pathologie, ce qui pourrait ouvrir le champ a des approches de médecine de précision

Par ailleurs, il est vraisemblable que les mécanismes identifiés par nos travaux soient
également activés dans d’autres maladies neurodégénératives, telles que les autres maladies
a expansion de CAG (e.g. SCA1, DRPLA, SBAM, ...), voire des maladies neurodégénératives plus
fréquentes telles que la maladie d’Alzheimer (MA), dont I’étiologie est complexe. En ce sens,
I’étude de Xiong et coll. est remarquable (Xiong et al 2023). En effet, a partir de tissus
cérébraux post-mortem, les auteur-ices observent des altérations épigénétiques et
transcriptionnelles chez des patient-es de la MA, qui se traduisent par une perte de l'identité
cellulaire et ressemblent a celles observées chez les modeles murins de la MH retrouvées dans
nos résultats, et retrouvées par McCarroll et coll. dans le striatum de patient-es de la MH
(résultats-axel, McCarroll 2023, Handsaker 2024). Ainsi, par la compréhension des
mécanismes de perte de l'identité cellulaire qui semblent communs a la neurodégénérescence
induite dans différentes pathologies, nous données contribuent a l'identification de cibles

thérapeutiques qui pourraient étre modulées au déla de la maladie de Huntington.
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Annexe 1

Effectif des tests comportementaux et moléculaires
du projet cage Marlau

n WT SE R6 SE R6 EE
Clair/Obscur | 19 (115/89) | 16 (85/89) | 16 (105/69) | 15 (85/79)
Actométrie 14 (75 /79) 13 (85 /79) 13 (75 /69) 14 (75 /79)
Champ 19 (116/89) | 16 (80/89) | 17 (115/69) | 15 (85/79)
ouvert
Nidification | 36 (199/179) | 29 85/219) | 35 (185/179) | 28 (85/209)
Préférence | 1o 110/89) | 16 (89/89) | 17 (119769 | 15 (85/79)
saccharine
Bar test 19 (116/89) | 16 (85/89) | 16 (105/69) | 12 (65/69)
ST 19 (115/89) 16 (85 /89) 14 (9 / 59) 14 (85 /69)
accélérant
Double-H 25 (185/79) | 22 (145/89) | 19 (106/99) | 18 (95/99)
(éci::tsi;gns} ad d e d

228 | Annexes




Annexe 2

Article collaboratif

Altered activity-regulated H3K9 acetylation at TGF-beta
signaling genes during egocentric memory in Huntington’s
disease

Rafael Alcala-Vida 3,b,1, Caroline Lotz 5,b,1, Baptiste Brulé a,b, Jonathan Seguin 3,b,
Charles Decraene a,b, Ali Awada a,b, Aurélie Bombardier a,b, Brigitte Cosquer a,b,
Anne Pereira de Vasconcelos a,b, Emmanuel Brouillet ¢, Jean-Christophe Cassel 3,b,
Anne-Laurence Boutillier a,b, Karine Merienne 3,b,*

aLaboratoire de Neurosciences Cognitives et Adaptatives (LNCA), Université de Strasbourg, Strasbourg
67000, France b Centre National de la Recherche Scientifique (CNRS, UMR 7364), Strasbourg 67000,
France c Université Paris-Saclay, Commissariat a I'Energie Atomique et aux Energies Alternatives (CEA),
Centre National de la Recherche Scientifique (CNRS), Molecular Imaging Research Center (MIRCen),
Laboratoire des Maladies Neurodégénératives, Fontenay aux Roses, France

Progress in neurobiology, 2022

Annexes | 229



Progress in Neurobiology 219 (2022) 102363

progress in

Contents lists available at ScienceDirect
neurobiology

Progress in Neurobiology

ELSEVIER

journal homepage: www.elsevier.com/locate/pneurobio LR

Check for

Altered activity-regulated H3K9 acetylation at TGF-beta signaling genes | e
during egocentric memory in Huntington’s disease

Rafael Alcala-Vida™"™', Caroline Lotz "', Baptiste Brulé ", Jonathan Seguin ™",
Charles Decraene ", Ali Awada ™", Aurélie Bombardier *", Brigitte Cosquer ™",
Anne Pereira de Vasconcelos *”, Emmanuel Brouillet ¢, Jean-Christophe Cassel ",
Anne-Laurence Boutillier -°, Karine Merienne *”

& Laboratoire de Neurosciences Cognitives et Adaptatives (LNCA), Université de Strasbourg, Strasbourg 67000, France

b Centre National de la Recherche Scientifique (CNRS, UMR 7364), Strasbourg 67000, France

¢ Université Paris-Saclay, Commissariat a I'Energie Atomique et aux Energies Alternatives (CEA), Centre National de la Recherche Scientifique (CNRS), Molecular
Imaging Research Center (MIRCen), Laboratoire des Maladies Neurodégénératives, Fontenay aux Roses, France

ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Molecular mechanisms underlying cognitive deficits in Huntington’s disease (HD), a striatal neurodegenerative

Hufmngton’s disease disorder, are unknown. Here, we generated ChIPseq, 4Cseq and RNAseq data on striatal tissue of HD and control

]S;r,lamm . mice during striatum-dependent egocentric memory process. Multi-omics analyses showed altered activity-
pigenomic

dependent epigenetic gene reprogramming of neuronal and glial genes regulating striatal plasticity in HD
mice, which correlated with memory deficit. First, our data reveal that spatial chromatin re-organization and
transcriptional induction of BDNF-related markers, regulating neuronal plasticity, were reduced since memory
acquisition in the striatum of HD mice. Second, our data show that epigenetic memory implicating H3K9
acetylation, which established during late phase of memory process (e.g. during consolidation/recall) and
contributed to glia-mediated, TGFf-dependent plasticity, was compromised in HD mouse striatum. Specifically,
memory-dependent regulation of H3K9 acetylation was impaired at genes controlling extracellular matrix and
myelination. Our study investigating the interplay between epigenetics and memory identifies H3K9 acetylation
and TGFp signaling as new targets of striatal plasticity, which might offer innovative leads to improve HD.

Histone acetylation
TGF-beta signaling
Egocentric memory

1. Introduction

Huntington’s disease (HD) is a genetic neurodegenerative disease,
caused by abnormal CAG repeat expansion in the Huntingtin (HTT)
gene. The HD mutation leads to primary impairment of the striatum,
inducing progressive and specific motor and cognitive symptoms.
Cognitive deficits precede by up to ten years the onset of motor symp-
toms and have dramatic consequences on patients’ quality of life.
However, medical care of cognition in HD, which relies on psychosocial
management and cognitive/behavioral therapies, remains limited
(Glikmann-Johnston et al., 2019; McColgan and Tabrizi, 2018). In fact,
limited knowledge on molecular mechanisms underlying cognition
represents a drag to efficient management of cognitive symptoms in
neurodegenerative diseases, including HD. Thus, there is a critical need

to tackle the question.

Epigenetic gene dysregulation is a hallmark of HD, correlating with
disease pathogenesis (Bassi et al., 2017; Francelle et al., 2017). Specif-
ically, the HD striatum undergoes early, progressive epigenetic and
transcriptional reprogramming of brain cell identities, implicating his-
tone acetylation changes at genes defining striatal identity and function
(Achour et al., 2015; Alcala-Vida et al., 2021b; Consortium, 2017;
Guiretti et al., 2016; Langfelder et al., 2016; Lee et al., 2020). One hy-
pothesis would be that altered epigenetic gene regulation in the HD
striatum contributes to cognitive deficits, impeding molecular and
cellular regulations necessary to behavioral adaptations in response to
environmental triggers (Alcala-Vida et al., 2021a; Campbell and Wood,
2019; Fischer, 2014; Peixoto and Abel, 2013; Yap and Greenberg, 2018).
Studies using the hippocampus, a major neurobiological substrate of
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memory, showed that activity-regulated reprogramming of the tran-
scriptome in response to environmental stimuli drives neural plasticity
and instructs memory processes, including memory acquisition,
consolidation and recall. Specifically, neuronal stimulation leads to
primary activation of signaling pathways, notably BDNF signaling,
resulting in induction of immediate early genes (IEGs) and their targets
involved in neuronal plasticity (Yap and Greenberg, 2018). This is
accompanied by epigenetic mechanisms, which increase chromatin
accessibility and modulate promoter-enhancer interactions. Particu-
larly, it is thought that histone acetylation changes and
three-dimensional (3D) chromatin re-organization contribute to
long-term features of memory, inducing stable epigenetic memory at
neural plasticity genes (Burns and Graff, 2021; Rajarajan et al., 2016).
However, precise histone acetylation marks serving as mnemonic sub-
strates remain elusive, due to lack of conclusive epigenomic datasets
(Fuentes-Ramos et al., 2021). Moreover, it is unclear whether similar
mechanisms underlie epigenomic and transcriptomic reprogramming
during striatum- and hippocampus-dependent memories.

Here, we explored the hypothesis that altered epigenetic and tran-
scriptional regulations in HD mice might contribute to deficit in
striatum-dependent memory (e.g. egocentric spatial memory). Using
dedicated navigation test, the double H (DH) maze, we showed that
egocentric spatial memory formation and recall were impaired early in
HD R6/1 transgenic mice. We then profiled the striatum of R6/1 and
control mice subjected to the DH maze by ChIPseq (targeting H3K9
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acetylation and H3K27 acetylation), 4Cseq and RNAseq to investigate
activity-regulated epigenetic gene reprogramming during egocentric
memory processing, including memory acquisition and consolidation/
recall. Integrative analyses with cell type-specific striatal databases were
also performed to assess the contribution of neuronal and glial cells in
memory-related changes. Altered performances of HD mice during
memory acquisition associated with reduced 3D chromatin remodeling
and diminished transcriptional induction of neuronal plasticity genes
involved in BDNF signaling. Additionally, we uncovered that memory
process leads to precise temporal reprogramming of glia-enriched genes,
contributing to late plasticity of striatal tissue (e.g. associated with
memory consolidation/recall), via TGFf-dependent regulation of
extracellular matrix (ECM) and myelination. We show that H3K9 acet-
ylation (H3K9ac) specifically contributes to the mechanism, through
epigenetic memory, which was compromised in HD mice. Collectively,
our data provide novel mechanistic insight into cognitive deficit in HD
and identify neuronal and glial targets, which could be manipulated to
improve striatal plasticity.

2. Results
2.1. Egocentric spatial memory is impaired early in HD R6/1 mice

To investigate the impact of epigenetic regulations on early HD
cognitive deficits, we first sought to identify relevant cognitive task in

100
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Fig. 1. Egocentric spatial memory is early impaired in R6/1 mice. (A) Percentage of correct responses (mean + sem) in 11- and 14-wk old R6/1 and WT mice (Left).
Two-way ANOVA with repeated measures test, Tukey post-hoc test. Percentage of correct responses across the 4 days of training (mean +/- sem) (Right). Interaction
day/animal group, F(6294)= 15.68, P < 0.0001. Kruskal-Wallis test, Dunn post-hoc test, * ** , P < 0.005, R6/1 vs WT. (B) First and second arms visited during the
probe test for 11- and 14-wk old R6/1 and WT mice. Binomial test, *, P < 0.05, * ** | P < 0.005, R6/1 vs WT. (C) Time spent in target arms (Egocentric, N;
Allocentric, NE) (mean + sem) in 11- and 14-wk old R6/1 and WT mice during the probe test. Kruskal-Wallis test, Dunn post-hoc test, * , P < 0.05, * ** , P < 0.005,
R6/1 vs WT. Time spent in targets arms was compared to chance level (8.3 s), one-sample Wilcoxon test, $$$, P < 0.005, WT and R6/1 vs chance level. (D) Heatmaps
showing mean trajectories of 11- and 14-wk old R6/1 and WT mice in the DH during the probe test.
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HD R6/1 mice. Thus, we assessed spatial memory performances of early
symptomatic R6/1 mice in the double-H (DH) maze, an aquatic navi-
gation task originally set up in rats, which taxes the interplay between
egocentric (striatum-dependent) and allocentric (hippocampus-depen-
dent) spatial memories (Cassel et al., 2012). R6/1 mice of 11 and 14
weeks were trained in a mouse-adapted version of the DH maze,
together with WT littermate controls (Figures S1A and S1B). During an
acquisition phase promoting egocentric learning, while keeping the
possibility of using allocentric strategy, mice learnt to reach an escape
platform from constant start arm. By the end of training, WT mice had
perfectly learnt the defined motor sequence leading most efficiently to
the hidden platform (e.g. turn right then turn left) (Figs. 1A and S1C-E).
In contrast, R6/1 mice showed impaired performances (Figs. 1A and
S1C-E). Following the acquisition phase, a probe test was performed to
specify the memory type engaged during recall. The platform was
removed and mice were misleadingly released from an arm adjacent to
start arm used during training (Figure S1B). In this task, 80% of WT mice
repeated the learnt motor sequence, visiting first the ‘egocentric’ arm
(Fig. 1B). WT mice also spent more time than expected in this arm,
indicative of egocentric strategy to search for the platform (Figs. 1C and
S1F). The time spent in the ‘allocentric’ arm was also above chance level,
suggesting strategy correction by shifting to allocentric navigation
(Figs. 1C and S1G). In contrast, during probe test, R6/1 mice predomi-
nantly visited the ‘allocentric’ arm in first instance, and insisted in this
arm (Fig. 1B and D). As a result, the time spent in the ‘egocentric’ arm
was not above chance level, suggesting failure of striatal engagement
during recall in R6/1 mice to the benefit of hippocampus-dependent
allocentric strategy (Figs. 1C and S1F, S1G). Performances of early
symptomatic R6/1 mice in the object location task were not impaired,
further indicating preservation of hippocampal memory. Moreover, the
bar test showed that motor function was essentially preserved (Fig. STH
and I). Thus, striatum-dependent egocentric spatial memory was spe-
cifically impaired in early symptomatic R6/1 mice.

2.2. Transcriptional reprogramming of BDNF signaling genes during
memory acquisition is impaired in the striatum of HD R6/1 mice

To investigate the role of transcriptional regulation in egocentric
memory deficit in R6/1 mice, we performed RNAseq experiments using
the striatum of R6/1 and WT mice subjected to the DH task. Data were
generated after 2 days of training and after the probe test to assess
activity-regulated transcriptional reprogramming at early and late
phases of memory process (e.g. during memory acquisition and during
consolidation/recall, respectively). As controls, we used home-cage
animals (HC) (Fig. S2A, B). 226 and 499 genes were differentially
expressed in WT striatum in Acquisition vs HC and Recall vs HC com-
parisons, respectively (Fig. 2A). Differentially expressed genes (DEGs)
by memory were predominantly up-regulated, with 152 and 397 genes
increased during acquisition and recall, respectively (Fig. 2A). Striatal
transcriptional reprogramming was dramatically impaired in R6/1
mice, with only 25 and 37 DEGs in Acquisition vs HC and Recall vs HC
comparisons, respectively (Fig. 2A).

Defined functional signatures characterized up-regulated genes by
memory in WT mice, in contrast to down-regulated genes (Figs. 2B, C,
S2C; Table S1). Particularly, transcription factor networks (e.g. AP-1 and
BMAL1-CLOCK/NPAS2 networks) and pathways related to neuronal
plasticity (e.g. BDNF signaling) (Barco et al., 2005; Finkbeiner et al.,
1997; Keilani et al., 2012; Yap and Greenberg, 2018) were strongly
enriched during acquisition, which reflected significant induction of
IEGs, notably AP-1 genes (e.g. FosB, Fosl2), Clock-related genes (e.g.
Perl, Per2, Cry1) and Egr genes (e.g. Egrl, Egr2, Egr4) (Figs. 2B and S2D).
Accordingly, transcriptional regulator analysis using the ChEA database
showed that CREB/CREM and CLOCK, regulating AP-1 and
Clock-related genes, respectively, were among top predicted master
regulators of up-regulated genes (Fig. 2C; Table S1). RARB, a master
transcription factor of striatal neuron fate (Rataj-Baniowska et al.,
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2015), was also a top predicted regulator of genes induced during
acquisition, suggesting a degree of tissue specificity (Fig. 2C). Comple-
mentary analysis using ENCODE database confirmed CREB as a top
significant transcriptional regulator of memory-associated genes, and
also highlighted SRF, which, like CREB, is a major neuronal regulator of
IEGs, influencing synaptic plasticity and memory (Fig. S2E) (Yap and
Greenberg, 2018). In contrast, in R6/1 mice, the few striatal genes
induced during memory acquisition did not show significant functional
signatures, despite substantial overlap with memory activated genes in
WT animals. Particularly, Egr gene regulation, including Egr1 regulation,
was dramatically altered in R6/1 striatum (Fig. 2D). Decreased Srf and
Rarb in R6/1 vs WT striatum might synergistically impair Egrl regula-
tion and impede memory process, especially since Egrl is a neuronal
target of Srf and Rarb, critical to striatal memory (Fig. S2D) (Knoll and
Nordheim, 2009; Niewiadomska-Cimicka et al., 2017; Veyrac et al.,
2014). In contrast, striatal regulation of AP-1 genes was less affected in
R6/1 mice, possibly due to sustained expression of Creb1 (Figure S2D).
Western-blot analysis confirmed that CREB levels were not reduced in
R6/1 vs WT mice, in contrast to SRF (Fig. S2F). Thus, during acquisition
of egocentric spatial memory, gene program leading to activation of
critical neuronal plasticity markers related to BDNF signaling (e.g. Egr
genes) was altered in the striatum of R6/1 mice.

2.3. Transcriptional reprogramming of TGFf signaling genes during
memory consolidation/recall is impaired in the striatum HD R6/1 mice

We then focused on transcriptional regulation associated with
consolidation/recall of egocentric memory (for simplicity referred to
‘recall’ thereafter). Recall-associated up-regulated genes in WT striatal
tissue were enriched in BDNF-related genes, due to consistent activation
of IEGs (Fig. 2B; Table S1). Additionally, genes increased by recall in WT
situation displayed signature related to TGFp signaling, a pathway
controlling cellular plasticity through remodeling of ECM (Fig. 2C;
Table S1) (Katsuno and Derynck, 2021). Specifically, Thbs1, which
promotes TGFp activation, inducing its release from ECM, was
up-regulated during memory recall in WT striatum (Fig. 2D). This was
also the case for Tgfb2 and several targets of TGFp pathway, including
ECM components (Fig. 2B and D; Table S1). Accordingly, SMAD tran-
scription factors were among significant predicted transcriptional reg-
ulators of genes increased by memory in WT samples (Table S1).
Moreover, top predicted transcriptional regulators of up-regulated genes
during recall were glial-specific master genes (e.g. SOX2, SOX9, OLIG2)
(Fig. 2C). Supporting glial involvement, integrated analysis with cell
type-specific striatal transcriptomic database (Merienne et al., 2019)
showed that recall-associated up-regulated genes in WT samples
comprised both neuronal- and glial-specific genes, in contrast to genes
increased during acquisition, which were specifically enriched in
neuronal genes (Fig. 2E). Functional signatures associated with recall in
physiological situation were absent in the striatum of R6/1 mice, due to
dysregulation of BDNF- and TFGf- related genes, including IEGs and
Smads (Figs. 2D, S2D). Thus, transcriptional reprogramming of striatal
plasticity genes regulated by BDNF and TGFf signaling was dramatically
impaired during consolidation/recall of egocentric memory in R6/1
mice.

2.4. Regulation of Egrl protein and perineuronal nets during egocentric
memory is impaired in the striatum of R6/1 mice

Immunohistological analyses were then performed to provide func-
tional evidence for altered activity-regulated reprogramming of BDNF-
and TFGB/ECM-related markers in the striatum of R6/1 mice during DH
memory task. First, IHC targeting IEGs showed that, in WT animals, Egrl
and Fos peaked in dorso-median striatum (DMS) and dorso-lateral
striatum (DLS) during acquisition and recall, respectively (Fig. 3A).
This was in agreement with early and late implications of the DMS and
DLS, respectively, in striatum-dependent learning (Kupferschmidt et al.,
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Fig. 2. Transcriptional reprogramming of BDNF and TGFp signaling genes during memory process is impaired in R6/1 striatum. (A) Numbers of DEGs (adj. P
val<0.1) during memory acquisition (Acq vs HC) and recall (recall vs HC) in WT and R6/1 striatum (Top). Overlapping down- (blue) and up- (red) regulated genes
during acquisition (Acq) and recall in WT and R6/1 striatum (Middle). Overlapping WT (blue) and R6/1 (yellow) down- and up-regulated genes during memory
acquisition and recall (Bottom). (B) Heatmap of z-score expression values representing 50 top-ranked up-regulated genes during memory acquisition (Acq. vs HC) and
recall (Recall vs HC) in WT striatum. Genes also up-regulated in R6/1 mice are highlighted (*). (C) Functional enrichment analyses of up-regulated genes during
memory acquisition and recall in WT striatum. Pathway analysis using BioPlanet database (Top), transcriptional regulators analysis using ChEA database (Bottom).
Top 10 significant terms (adj. P val<0.05) are shown. (D) mRNA levels (mean + sem) of Egrl, Egr2, Egr4, Thbs1, Tgfb2 and Colla2. Expression values and statistics
from RNAseq data. RPK, reads per kilobases. *, adj. P val< 0.05, R6/1 vs WT comparison; $, adj. P val< 0.05, Acq./Recall vs HC comparison. (F) Volcano plot
showing neuronal or glial specificity of up-regulated genes during memory acquisition (Acq.) and recall in WT striatum. Genes enriched in neurons or glia (FC>1 and

adj. P val<0.05) in purple and green, respectively.

2017; Yin et al., 2009). Moreover, spatio-temporal dynamics of Egrl
during memory task was dramatically impaired in R6/1 striatum, since
Egrl was not induced in the DMS and DLS, be it during memory
acquisition or recall (Fig. 3A). In contrast, consistent with tran-
scriptomic data, Fos was induced by memory process in R6/1 striatum
(Fig. 3A). Second, to assess whether ECM might be functionally modu-
lated by mutated HTT during DH memory task, we performed IHF ex-
periments on R6/1 and WT mice, using the lectin Wisteria floribunda
Agglutinin (WFA), a marker of perineuronal nets (PNNs) (Fig. 3B). PNNs
are pericellular ECM structures involved in memory consolidation,
promoting the positioning of synapses and the stabilization of circuits
re-organized during memory formation (Fawcett et al., 2019). PNNs
associated with parvalbumin positive (PV ') and negative (PV’) neurons
contribute to the mechanism in the striatum (Fawcett et al., 2019; Lee
et al., 2012). Remarkably, PNNs were diminished in R6/1 vs WT stria-
tum and, particularly in the DMS, the number of PV -associated PNNs
was dramatically reduced (Fig. 3B). Moreover, analysis of PV -associated
PNNs in the DMS showed significant genotype/memory interaction,
indicating increased PNNs in WT DMS by memory, which did not occur
in R6/1 DMS (Fig. 3B). The results were consistent with earlier circuit
stabilization in WT DMS rather than DLS, in agreement with predomi-
nant engagement of the DMS vs DLS during striatum-dependent
learning, and provided evidence for altered PNN formation at PV’
striatal cells during consolidation/recall in R6/1 mice. Thus,
activity-dependent regulation of striatal plasticity markers was also
altered at functional level in R6/1 mice.

2.5. Egocentric memory and HD-associated transcriptional effects interact
in mouse striatum

We then investigated the interaction between memory process and
genotype, comparing DEGs in R6/1 vs WT samples in memory and HC
conditions. Thousands of genes were down- and up-regulated in R6/1 vs
WT mouse striatum in the three behavioral conditions (e.g. HC, acqui-
sition and recall), revealing major genotype effect (Fig. 4A). DEGs
strongly overlapped across behavioral conditions, accounting for com-
mon functional signatures. Particularly, down-regulated genes in R6/1
vs WT striatum across different behavioral conditions shared neuronal
identity markers (e.g. Drd1, Drd2 and Darpp32...), and were strongly
enriched in neuronal-related pathways, including “Neuronal system”
and “calcium signaling pathway” (Figs. 4B, C, S3A; Table S1). Moreover,
DEGs in R6/1 vs WT samples also showed functional signatures specific
to each behavioral context. For example, decreased genes in R6/1 vs WT
striatum were specifically enriched in MAPK and Wnt signaling in HC
animals, whereas they were enriched in BDNF and TGFf signaling
during acquisition and recall, respectively, further supporting a role of
these two cellular plasticity pathways in early and late phases of mem-
ory process (Fig. 4C; Table S1). Additionally, using co-expression mod-
ule identification tool (CEMiTool) (Russo et al., 2018), we identified 8
modules of coregulated genes reflecting genotype and/or memory ef-
fects (Fig. 4D; Table S2). Specific functional signatures associated with
each module (Figs. 4E, F, S3B; Table 52). Genotype-specific modules M1
and M5 displayed striatal identity and myelination signatures, respec-
tively (Figures S3B, S3C). M7 comprised BDNF/AP-1-related up-regu-
lated genes by memory, to lesser extent in HD context though, whereas

M3 contained TGFp/ECM-related genes that were specifically
up-regulated during recall in WT samples (Fig. 4E, F). Additional mod-
ules, including neuronal transmission-enriched module M2, comprising
up-regulated genes by memory in R6/1 -but not WT striata-, reflected
interaction between memory and genotype effects (Fig. S3B; Table S2).
Together, those analyses showed interaction between memory and ge-
notype effects on striatal transcriptome, and further highlighted dysre-
gulation of BDNF and TGFp signaling and neuronal-related processes in
the striatum of R6/1 mice.

2.6. Memory-associated 3D chromatin remodeling is reduced at striatal
plasticity genes in HD R6/1 mice

To determine whether chromatin-based mechanisms might underlie
altered dynamics of activity-regulated genes in R6/1 striatum, we
investigated 3D chromatin architecture changes during memory acqui-
sition in the DH by using 4Cseq experiments, focusing on striatal plas-
ticity markers (Fig. S2A). We selected Egr4, Fos, Npas4 and Nr4al (i.e.
IEGs), and as non-IEG controls, Darpp32 and Kdm5c, showing unchanged
expression by memory (Figs. 5A, S2D, S4A, S4B). IEG promoters un-
derwent dramatic spatial re-organization during memory process, in
both WT and R6/1 samples, which was not observed in non-IEG control
promoters (Figs. 5B, S4C; Table S3). Remarkably however, chromatin
remodeling in response to memory was reduced in R6/1 vs WT striatum
(Figs. 5C, S4C). Moreover, interacting regions overlapped to lesser
extent between WT and R6/1 samples at IEGs, when compared to non-
IEGs, suggesting that different regulatory regions were recruited to
IEG promoters between WT and R6/1 samples (Figs. 5D, S4D). Thus,
altered activity-dependent 3D chromatin re-arrangement in R6/1 stria-
tal tissue associated with defective induction of cellular plasticity genes
in R6/1 mice.

2.7. H3K9ac is a striatal mnemonic substrate, which is impaired in HD
R6/1 mice

To further assess the role of epigenetic regulation in altered activity-
regulated gene program in R6/1 mice, we then investigated histone
acetylation. We generated ChIPseq data using striatal tissues of R6/1
and WT mice subject to the DH task, following the probe test, to capture
late response associated with memory process (Figure S2A). Striatal
tissues from HC animals were used as controls. We investigated
H3K27ac, which is depleted in striatal neuron identity genes in HD, and
H3K9ac (Figure S5) (Achour et al., 2015; Alcala-Vida et al., 2021b; Jin
etal., 2011; Tie et al., 2009). Overall, H3K27ac and H3K9ac signals were
strongly positively correlated, and were also correlated with transcrip-
tional activity, in both HC and memory conditions (Figure S5). We then
identified differentially enriched regions (DER) in H3K27ac and H3K9ac
(Figure S6A; Dataset S3). Focusing first on genotype effect, we found
that thousands of genomic regions were differentially enriched in
H3K27ac and H3K9ac, comparing R6/1 vs WT striatal tissues, with both
marks predominantly depleted, whatever behavioral condition (Fig. 6A,
6B). H3K27ac, H3K9ac and transcriptional changes between R6/1 and
WT samples were strongly correlated, suggesting causality between
histone acetylation and transcriptional variations induced by mutated
HTT (Figures S6B-S6E). Remarkably, H3K9ac DER between R6/1 and
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Fig. 3. Activity-regulated markers of neural plasticity are altered at protein levels in R6/1 mice. (A) Representative images of Egrl and Fos immunostaining in R6/1
and WT DMS and DLS in HC and recall conditions (Left). Scale bar, 10 um. Percentage of Egrl- and Fos-positive cells (mean + sem) in DMS and DLS of 14-wk old R6/
1 and WT mice in HC during memory acquisition (Aqc) and recall (Right). Two-way ANOVA, Tukey post-hoc test. Egrl/DLS: interaction genotype/memory state, F
(2,38)= 4.5, P = 0.017; Fos/DLS: interaction genotype/memory state, F(2,38)= 6.9, P = 0.0027. *, P < 0.05, **, P < 0.01 and ***, P < 0.005 (R6/1 vs WT); $,
P < 0.05, $$$, P < 0.005 (Acq. vs HC); £, P < 0.05 (Recall vs Acq); #, P < 0.05, ##, P < 0.01 (Recall vs HC). N = 7-8 replicates (B) Representative image of WFA
(green) and parvalbumin (Pvalb, red) striatal immunostaining (Left). Orange arrows point to WFA+ /Pvalb- cells and yellow arrow to WFA+ /Pvalb+ cell. Scale bar,
50 um. Density (cells/mm?) of total WFA+ , WFA+ /Pvalb+ and WFA+ /Pvalb- cells in the DMS (up) and DLS (down) of R6/1 and WT mice in HC and recall
conditions (Right). Two-way ANOVA, Tukey post-hoc test. WFA+ total/DMS: **, P < 0.01, R6/1 vs WT, $, P < 0.05, Recall vs HC; WFA+ /Pvalb-/DMS: interaction

genotype/memory state, F(1,8)= 10.67, P = 0.0114; WFA+ /Pvalb-/DLS: **, P < 0.01, R6/1 vs WT. N = 3 replicates.

WT samples were reduced in memory compared to HC condition
(Fig. 6B), whereas DER were in similar numbers in the case of H3K27ac
(Fig. 6A). Functional analyses supported specific effect of memory on
H3K9ac regulation in R6/1 mice. Signatures associated with depletion
or enrichment of H3K9ac in R6/1 vs WT samples in HC condition van-
ished in memory condition (Fig. S7A, Table S4), whereas they remained
relatively preserved in the case of H3K27ac (Fig. S7B, Table S4). Thus,
H3K27ac and H3K9ac regulations were both dramatically impaired in
the striatum of R6/1 mice, but memory specifically affected H3K9ac
changes in R6/1 mice.

To further investigate the relationship between H3K9ac and memory
deficit in R6/1 mice, we compared H3K9ac between HC and memory
conditions in WT and HD situations (Figs. 6C, S6A; Dataset S3). Same
analyses were performed using H3K27ac ChIPseq datasets (Figure S6A;
Dataset S3). In WT animals, 5022 regions were differentially enriched in
H3K9ac in memory vs HC conditions, with 2646 and 2376 regions
showing increased and decreased H3K9ac, respectively (Fig. 6C). In
contrast, in R6/1 mice, only 201 regions were differentially enriched in
H3K9ac comparing memory vs HC samples, with 141 and 60 regions
increased and decreased in H3K9ac, respectively (Fig. 6C). The effect
was specific to H3K9ac, since for H3K27ac no regions were differentially
enriched by memory, whatever the genotype (Fig. S6A). Metaprofile
analysis further showed that WT regions enriched in H3K9ac during
memory process displayed abnormally elevated basal H3K9ac levels in
R6/1 samples. Conversely, WT regions depleted in H3K9ac upon
memory had lower basal H3K9ac levels in R6/1 mice (Fig. 6D). Thus,
R6/1 striatal chromatin in basal state showed features normally ac-
quired during memory process in WT mice, which could contribute to
loss of chromatin responsiveness upon stimulation. In support to this
notion, linear regression analysis showed positive correlation between
changes in H3K9ac induced by mutated HTT and memory process
(Fig. 6E). Thus, our data demonstrate that H3K9ac is a striatal mne-
monic substrate of egocentric spatial memory, and support the view that
the HD mutation leads to dramatic reduction of memory-associated
H3K9ac striatal changes, likely due to abnormal H3K9ac basal levels
at physiologically activity-regulated genomic regions.

2.8. Activity-regulated H3K9ac deposition at neural plasticity and
myelination genes is impaired in the striatum of HD R6/1 mice

We then investigated functional signatures associated with H3K9ac
changes during memory process in WT and R6/1 situations. Regions
differentially enriched by memory in the striatum of WT mice displayed
specific signatures, including neurodevelopmental/plasticity-related
signatures (Figs. 7A, S7B, S7C, Table S4). Noticeably, those signatures
implicated TGFp and BDNF signaling, which formed interconnected
network, as well as Notch and Wnt pathways (Fig. 7A, B). In contrast, the
few R6/1 regions subject to changes in H3K9ac by memory did not show
significant signatures (Figs. 7A, S7C, Table S4). Thus, memory-
associated reprogramming of plasticity genes was impaired in R6/1
mouse striatum at both transcriptional and epigenetic levels.

We noticed that memory-associated TGFp signature comprised reg-
ulators of myelination (e.g. Zeb2/Sip1, Smad7, Bmp4, Smadl) (Fig. 7B;
Table S3) (Weng et al., 2012). Moreover, complementary enrichment
analysis using GREAT, a tool dedicated to ChIPseq data analysis
(McLean et al., 2010), showed significant myelination signature

associated with genes enriched in H3K9ac by memory process in WT
samples -in addition to cellular plasticity signature-, which was impaired
in R6/1 samples (Fig. 7C, D; Table S4). Thus, those analyses suggested
implication of glial cells, notably oligodendrocytes (OL), during physi-
ological egocentric memory consolidation/recall, which was compro-
mised in R6/1 mice. To specify cellular origin of memory-regulated
H3K9ac regions in WT striatum, we first performed transcriptional
regulator analysis using ChEA, which showed that H3K9ac-increased
genes during memory were significantly enriched in master genes of
glial fate, particularly oligodendrocytes (OLs) (e.g. SMARCA4, OLIG2)
(Fig. 7E; Table S4). Second, integration of H3K9ac ChIPseq data with
neuronal and non-neuronal striatal enhancer database (Alcala-Vida
et al., 2021b) demonstrated that H3K9ac-increased regions by memory
were strongly enriched in glial-specific enhancers, related to
TGFp-signaling genes, in contrast to hypoacetylated regions by memory
showing neuronal specificity (Figs. 7F, G, S7D). Third, integration of
H3K9ac ChIPseq data with single-cell ATACseq data generated on mouse
striatum (Zhong et al., 2021) showed that H3K9ac hyperacetylated re-
gions in response to memory were enriched in glial-specific accessible
chromatin, including OL-specific accessible chromatin (Fig. 7H). Thus,
physiological egocentric memory consolidation/recall led to epigenetic
tagging of glial-specific plasticity genes, including TGFp-related and
myelination genes, which was impaired in R6/1 mice.

Though transcriptomic analyses did not highlight memory-related
myelination/OL signature, z-score analysis of RNAseq data for myeli-
nation genes showing increased H3K9ac during memory recall in WT
samples indicated transient transcriptional up-regulation during mem-
ory acquisition (Fig. 8 A; Table S4). Similar result was obtained using
top markers of myelinating OLs, as defined (Marques et al., 2016)
(Figure S8A; Table S4). Moreover, distribution analysis of myelination
genes further supported a correlation between H3K9ac changes during
recall and transcriptional changes during acquisition, which showed
same general directionality, whereas directionalities of epigenetic and
transcriptional changes at same time point of memory process (e.g.
recall) were opposite (Fig. 8B). In contrast, in R6/1 mice, myelination
genes, which were down-regulated, were not induced either during
memory acquisition or during recall (Figs. 8A, S8A; Table S4). As a
result, temporal coupling between epigenetic and transcriptional
changes at myelination genes was altered in R6/1 mice, possibly
impairing H3K9ac-mediated establishment of epigenetic memory asso-
ciated with consolidation/recall (Fig. 8B).

Memory-dependent myelination has been associated with transient
decreased proliferation of oligodendrocyte precursors (OPC), which
creates time-window promoting differentiation to myelinating OLs and
myelin production, contributing to consolidation and recall (Xin and
Chan, 2020). To investigate OPC proliferation in the striatum of WT and
R6/1 mice during the DH memory task, we treated mice with thymidine
analogue 5-Ethylnyl-2’-deoxyuridine (EdU) (Fig. 8C). Co-labeling of
EdU and Pdgfra, an OPC-specific marker, showed that memory led to
reduction in OPC proliferation in both WT and R6/1 striatum (Figs. 8C,
S8B). Whereas the results were consistent with increased differentiation
to myelinating OLs, they indicated that downstream mechanism to in-
hibition of OPC proliferation might underlie impaired regulation of
myelination genes in R6/1 mice. In support to this hypothesis, targets of
BMP/TGFp (e.g. Smadl) and Wnt (e.g. Ctnnbl/p-Catenin) signaling,
which antagonize OL differentiation, were up-regulated in R6/1
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Fig. 5. Memory-associated 3D chromatin remodeling is reduced at IEGs in R6/1 striatum. (A) Striatal 4Cseq profiles for Egr4 and Nr4al loci are shown as examples.
On the y axis, quantile normalized reads for each 4Cseq dataset, showing signal coverage of regions interacting with Egr4 and Nr4al promoters. Boxes below each
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centage of overlapping interactions in R6/1 and WT samples in HC and memory conditions for IEGs and non-IEGs genes. Kruskal-Wallis test (P = 0.02, IEGs vs
non-IEGs).
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linear model are shown.

striatum (Fig. S2D) (Weng et al., 2012; Ye et al., 2009), and mRNA and
protein levels of Ermin, a terminal regulator of OL differentiation
implicated in myelin maintenance (Wang et al., 2020), were diminished
in R6/1 striatum, particularly after recall (Figs. S8C, D). This suggests
that abnormal activation of cellular plasticity/neurodevelopmental
pathways in R6/1 striatum inhibits activity-regulated OL differentiation,
underlying impaired epigenetic and transcriptional reprogramming of
myelination genes required for memory consolidation/recall.

3. Discussion

We generated multiomics data, which provide evidence that
egocentric spatial memory deficit in HD R6/1 mice results from defec-
tive activity-regulated epigenetic reprogramming of striatal genes con-
trolling neural plasticity. First, spatial chromatin re-organization and
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transcriptional induction at critical BDNF-associated markers of
neuronal plasticity was impaired from early stage of memory process (e.
g. during acquisition) in the striatum of R6/1 mice. Second, the regu-
lation of glial plasticity genes, controlling TGFf-dependent ECM
remodeling and myelination and associated with late phase of egocen-
tric memory process (e.g. consolidation/recall), was also impaired in
R6/1 striatum. Our ChIPseq data targeting histone acetylation further
showed that dysregulation of H3K9ac during memory processing con-
tributes to such an impairment, impeding the establishment of epige-
netic memory at striatal plasticity genes.

Despite heavy burden, cognitive alterations in HD have remained
less characterized than motor symptoms. One reason might be limitation
in reliable, rapid and translational tests, assessing specificity of HD
cognition. Nonetheless, a wide range of cognitive functions are affected
in HD, including spatial memory (Davis et al., 2003; Glikmann-Johnston
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Fig. 7. Activity-regulated H3K9ac at neural plasticity genes is impaired in R6/1 striatum. (A) Pathway analysis (BioPlanet) of genes associated with increased
H3K9ac in WT Recall vs WT HC comparison (adj. P val<0.05). Top 10 significant terms are shown (Top). Similar analysis using genes associated with increased
H3K9ac in R6/1 Recall vs R6/1 HC did not show significant signature (Bottom). (B) String network analysis of genes associated to ‘TGF-beta regulation of extra-
cellular matrix’ (green) and ‘BDNF signaling pathway’ (yellow) signatures shown in (A). Common genes between the two pathways are depicted in the intermediate
circle (purple). In blue, genes implicated in oligodendrocyte differentiation. (C) GREAT analysis (GO-BP) of H3K9ac regions showing increased H3K9ac in recall vs
HC for WT and R6/1 samples (adj. P val<0.05). Heatmap representation of adj. P val associated to top 10 terms (adj. P val<0.05). (D) String network analysis of
genes associated to myelination signature shown in (C) for analyses of WT (blue) and R6/1 (red) situations. (E) Transcriptional regulator analysis (ChEA) of genes
showing increased H3K9ac in WT Recall vs WT HC comparison (adj. P val<0.05). Top 10 significant terms are shown. (F) Circular plot representing intersections
between H3K9ac-increased regions during memory recall in R6/1 (orange) and WT (blue) situations and neuronal-specific (purple), glial-specific (green) and non-
specific (grey) striatal enhancers. Numbers of intersecting regions are shown. Statistics associated to intersections are shown as heatmap of P values. (G) Enrichment
analysis (GO-BP) of genes associated to intersecting regions between H3K9ac-increased regions during memory recall in WT and glial-specific enhancers. Top 10
significant terms are shown. (H) Radar plot showing cell-type specific distribution of H3K9ac-increased (UP, red) and H3K9ac-decreased (DOWN, blue) regions
tiuring memory recall in WT mice, when intersected with single nuclei striatal ATACseq data. Percentages were computed from total intersected regions.
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H3K9ac ‘myelination’ signature in WT, shown in Fig. 7 C. Values computed from RNAseq data. Kruskal-Wallis test, Benjamini-Hochberg test for post-hoc test. $,
adj. P val< 0.05, memory vs HC; * , adj. P val< 0.05, R6/1 vs WT. (B) Plots representing distributions of transcriptional change directionality of genes defining recall-
associated H3K9ac ‘myelination’ signature. Distributions were computed for transcriptional changes associated to memory acquisition (Acq, red) and Recall (green)
(WT, Left; R6/1, right). Positive (Log2(FC)> 0) and negative (Log2(FC)< 0) directionality of transcriptional changes are delimited using red and blue arrows,
respectively. (C) Protocol used to assess OPC proliferation during egocentric memory task (Top, left). Representative image showing cells immunostained with
PDGFRa (red) and Edu (grey) antibodies in WT HC striatum. Yellow arrows indicate co-labeled cells. Scale bars of 200 pm and 50 pm for low and high magnifications,
respectively (Bottom, left). Numbers of Edu+ / PDGFRu cells per mm? (mean + sem) for WT (blue) and R6/1 (orange) striatum in HC and Recall conditions. Two-
way ANOVA (Genotype effect). *, P < 0.05, recall vs HC comparison. N = 3-4 replicates (Right).

showed increased recruitment of the hippocampus in premanifest and
early-stage manifest HD patients, as compared to controls, suggesting
primary alteration of striatum-dependent memory and compensation by

et al., 2019; Lawrence et al., 1998; Pirogovsky et al., 2015). Whereas
both striatum- and hippocampus- dependent memories were impaired in
manifest HD patients, fMRI analysis during route recognition task
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hippocampal memory (Majerova et al., 2012; Voermans et al., 2004).
This hypothesis was supported by previous study in HD mice showing
preferentially use of allocentric vs egocentric strategy in a navigation
task permitting both responses (Ciamei and Morton, 2009). Our
behavioral data support those results, showing that, in contrast to the
striatum, the hippocampus remains memory-competent and better
preserved than the striatum at early disease stage. Moreover, hippo-
campal RNAseq data (e.g. PCA and differential analysis) showed less
variability and fewer dysregulated genes due to genotype, when
compared to striatal analysis (Fig. SOA-C, Table S6). Finally, our study
—the first using the DH maze in HD context- indicates that probing
egocentric spatial memory might be suitable to translational studies.

Previous studies using brain tissues of HD patients and mice in basal
state defined signatures and temporal dynamics of HD epigenomic al-
terations (Alcala-Vida et al., 2021b; Bai et al., 2015; Guiretti et al., 2016;
Horvath et al., 2016; Vashishtha et al., 2013). Particularly, they showed
an acceleration of age-related striatal epigenetic changes, which corre-
lated with transcriptional changes, suggesting a role in pathogenesis
(Alcala-Vida et al., 2021b). Screening and functional studies in cell or
animal models supported causal relationship, showing that manipula-
tion of numbers of dysregulated genes can accelerate or slow down
striatal toxicity of mutant HTT, due to gain/loss of pathoge-
nic/compensatory effects (Al-Ramahi et al., 2018; Consortium, 2017;
Megret et al., 2021; Wertz et al., 2020). However, how epigenetic and
transcriptional alterations in HD translate into behavioral symptoms has
remained unclear. Our ChIPseq, 4Cseq and RNAseq datasets generated
in behaving animals, thus probing activity-regulated epigenomic and
transcriptomic signatures in the striatum, provide first answers to that
question. We show that striatal activity-regulated epigenetic gene
reprogramming is impaired from acquisition in early symptomatic HD
R6/1 mice. Specifically, transcriptional induction of neuronal plasticity
markers, particularly IEGs involved in BDNF signaling, was hampered in
the striatum of R6/1 mice. Our data indicate that dysregulation of IEG
transcriptional regulators (e.g. SRF and RARB) and altered remodeling
of 3D chromatin architecture both contribute to impaired activation of
BDNF target genes during memory process in HD mouse striatum.
Remarkably, the regulation of AP-1 factors, including Fos, was less
affected in the striatum of HD R6/1 mice than that of Egr genes, which
are strongly dependent on SRF, likely due to sustained expression of
CREB, which is a major transcriptional regulator of AP-1 (Yap and
Greenberg, 2018). Interestingly enough, we measured substantial in-
duction of Fos during egocentric memory acquisition in R6/1 vs WT
striatum, despite altered activity-dependent remodeling of 3D chro-
matin architecture at Fos locus. This might suggest that alternative en-
hancers are involved in Fos regulation during behavioral task in R6/1 vs
WT mice. IHC analyses supported the transcriptomic data, showing
dysregulation of Egrl protein in R6/1 striatum during egocentric
memory task, and relative preservation of Fos protein dynamics. Spe-
cifically, Egrl induction was impaired in R6/1 DMS and DLS during
memory acquisition and recall, respectively. Since DMS and DLS are
implicated in memory encoding and storage, respectively (Perrin and
Venance, 2019), altered spatio-temporal regulation of Egrl in R6/1
striatum might prevent coupling between neuronal networks estab-
lished during early and late phases of memory process, especially since
Egrl is a major target of BDNF signaling in the striatum, regulating
neuronal plasticity and memory consolidation/reconsolidation (Keilani
et al.,, 2012; Veyrac et al., 2014). Interestingly, BDNF signaling was
previously implicated in HD, since mutated HTT was shown to affect the
levels, transport and release of BDNF to cortico-striatal synapse, thereby
leading to reduced survival of striatal neurons (Canals et al., 2004;
Gauthier et al., 2004). Thus, our data provide additional insight,
showing altered activity-regulated epigenetic gene control of BDNF
signaling in HD mouse striatum during cognitive task. Moreover, they
identify Egrl as a critical factor of the mechanism.

Though we cannot formally rule out stress-related component in IEG
activation during behavioral task in the double-H, particularly since HC
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control animals used in our experiments were not subject to swimming,
our data show similarities between BDNF signature determined in the
striatum during egocentric spatial memory and BDNF signature identi-
fied in the hippocampus following several memory paradigms, including
contextual fear conditioning, novel context exploration and allocentric
spatial navigation (Chatterjee et al., 2018; Fernandez-Albert et al., 2019;
Halder et al., 2016; Marco et al., 2020). Nonetheless, our transcriptomic
and THC data also suggest a degree of tissue-specificity, likely due to
differential contribution of Egrl and Fos in the mechanism. Comple-
mentary western-blotting analyses supported this view, showing that
basal Egrl protein levels were more elevated in mouse striatum than in
the hippocampus, whereas Fos levels were comparable in the two brain
structures (Figure S9D). Moreover, Egrl was significantly reduced in the
striatum of R6/1 vs WT mice, which was not the case for Fos
(Figure S9D). Those features could contribute to particular sensitivity of
the striatum to the HD mutation, and specific impairment of egocentric
memory in HD. Together, our data suggest that both common and
tissue-specific rules govern genomic reprogramming implicated in pro-
cessing of memories engaging different brain structures.

Integrative analysis of memory-associated striatal H3K9ac ChIPseq
and RNAseq data with cell-type-specific databases demonstrated
activity-regulated reprogramming of glia-enriched, TGFp-dependent
ECM genes during memory consolidation/recall in the striatum. Spe-
cifically, our analyses support epigenetic and transcriptional control of
TGFp signaling driving glial-dependent plasticity, associated with late
memory process. Those results are in line with previous studies showing
that TGFp is predominantly produced by glial cells, controls cellular
plasticity through ECM, and that non-neuronal plasticity contributes to
stabilization of re-organized neuronal networks during memory
consolidation and recall (Endo et al., 2015; Fawcett et al., 2019; Katsuno
and Derynck, 2021; Rowlands et al., 2018; Zhang et al., 2014). Sur-
prisingly however, while extensively investigated in cancer and devel-
opment, the role of TGFf signaling in memory remains poorly
documented. Yet, previous study using Aplysia and two-trial training
task showed that primary and secondary activations of BDNF and TGFp
signaling, respectively, contribute to long-term memory through syn-
ergistic regulation of molecular networks, a result reminiscent to our
findings in mice (Kopec et al., 2015). Consistently, our omics analyses
suggest coupling between the two pathways, through AP-1 (Fig. 7B) and
possibly Egrl (Bhattacharyya et al., 2011), which might help coordi-
nating spatio-temporal regulation of memory-associated neuronal and
non-neuronal plasticity. In this scenario, altered activity-regulated
epigenetic and transcriptional reprogramming of TGFp signaling in
R6/1 mice might be the consequence of impaired regulation of BDNF
signaling. Alternatively, and not exclusively, defective regulation of
Smad transcription factors and epigenetic regulators affecting H3K9ac,
such as KAT2B/PCAF (Itoh et al., 2000; Nye et al., 2014) and/or other
chromatin regulators, could impede TGFp regulation in HD context. For
instance, Wtl, a top transcriptional regulator of epigenetic changes
associated with memory consolidation/recall, which was dramatically
increased in R6/1 vs WT striatum (Figs. 7E, S8E), could be such a
chromatin regulator, especially since Wt1 is a memory suppressor and a
transcriptional repressor targeting TGFpl and competing with Egrl
through binding to same response element (Dey et al., 1994; Mariottini
et al., 2019).

Interestingly, previous studies showed dysregulation of TGFp
signaling in HD cell models, which was associated with pathogenic
mechanism (An et al., 2012; Bowles et al., 2017). Additionally, consis-
tent with our results showing reduced PNN PV neurons in R6/1 stria-
tum, PNN loss, which was mediated by microglia, was observed in the
striatum of HD transgenic R6/2 mice (Crapser et al., 2020). Thus, it is
tempting to speculate that microglia contribute to altered regulation of
PNNs in the striatum of behaving R6/1 mice. Yet, the identity of
PNN-associated striatal neurons is unclear and might comprise so-
matostatin positive interneurons and/or a subpopulation of medium
spiny neurons, as suggested (Lee et al., 2012). How TGFp signaling and



R. Alcala-Vida et al.

ECM/PNNs might interplay in the HD striatum remains elusive. Our
analyses suggest a connecting role for Thbsl, an ECM glycoprotein
promoting the conversion of latent TGFf stored in ECM, to active
circulating form (Murphy-Ullrich and Suto, 2018). In support to this
view, activity-dependent induction of Thbsl was suppressed in HD
mouse striatum, due to abnormally elevated basal levels (Fig. 2D),
perhaps linked to inflammatory process and microglia (Crapser et al.,
2020; Katsuno and Derynck, 2021). Together, a role for microglia in
altered interplay between TGFf signaling and ECM in the HD striatum is
an intriguing hypothesis.

Activity-dependent myelination promotes memory consolidation/
recall, facilitating stabilization of neuronal networks shaped during
memory formation (Pan et al., 2020; Steadman et al., 2020; Xin and
Chan, 2020). Our data suggest that activity-regulated epigenetic and
transcriptional reprogramming of OL-specific genes drives such a
mechanism. Moreover, our analyses show fine-tune temporal coupling
between transcriptional and epigenetic regulations of OL-specific genes,
and suggest interplay with TGFp signaling and neurodevelopmental
pathways, which antagonize OL differentiation (Samanta and Kessler,
2004; Weng et al., 2012). Importantly, basal and activity-regulated
epigenetic and transcriptional regulations of myelin genes was
impaired in R6/1 striatum, suggesting a role for myelination mechanism
in memory deficit in HD, a result in agreement with studies showing
early structural impairment of myelin in HD patients and mouse models
(Huang et al., 2015; Teo et al., 2016).

Finally, earlier studies suggested a role for histone acetylation in HD.
Notably, CBP is recruited to aggregates formed by mutant Huntingtin,
and H3K27ac, a bona-fide target of CBP (Tie et al., 2009), is depleted at
neuronal identity genes in the HD striatum, suggesting causal relation-
ship (Achour et al., 2015; Alcala-Vida et al., 2021b; Nucifora et al.,
2001; Steffan et al., 2001). Our epigenomic data identified a new histone
acetylation mark -H3K9ac- contributing to impaired acetylome of the
HD striatum. Neuronal identity genes were depleted in both H3K9ac and
H3K27ac in R6/1 striatum (Figure S6E), suggesting single or convergent
mechanism might lead to histone deacetylation at neuronal-specific
genes in the HD striatum. Remarkably, H3K9ac was specifically modu-
lated during memory consolidation/recall. It remains possible that
H3K27ac contributes to early stage of memory process and H3K9ac
drives late response. Nonetheless, our results showing diminished
H3K9ac changes in HD mouse striatum during memory process support
specific role for H3K9ac in HD cognitive deficits. Interestingly, regions
changed in H3K9ac in R6/1 vs WT animals in resting state were similar
to H3K9ac-regulated regions by memory in WT animals. To our
knowledge, those results provide first indication that memory-specific
epigenetic program is already primed in basal state in affected brain
tissue in neurodegenerative disease. The mechanism could underlie lack
of regulation during memory process and altered functional outcomes in
HD, in line with previous report suggesting that histone
acetylation-dependent neuronal activity-driven transcriptional response
might present a maximum plateau (Lopez-Atalaya et al., 2013). Finally,
it is tempting to speculate that KAT2B/PCAF, which targets H3K9ac (Jin
et al., 2011), is implicated in the mechanism.

Collectively, our data support the hypothesis of epigenetic mecha-
nism in egocentric spatial memory deficit in HD, and uncover new tar-
gets, particularly TGFf and H3K9ac, for the development of innovative
therapeutic strategies.

4. Materials and methods
4.1. Animals

Heterozygous R6/1 mice (Mangiarini et al., 1996) were maintained
on C57BL/6 J genetic background. All animal studies were conducted in
accordance with French regulations (EU Directive 2010/63/UE —French
Act Rural Code R 214-87-126). The animal facility was approved by
veterinary inspectors (authorization no. E6748213) and complies with

14

Progress in Neurobiology 219 (2022) 102363

the Standards for Human Care and Use of Laboratory Animals of the
Office of Laboratory Animal Welfare. All procedures were approved by
local ethics committee (CREMEAS) and French Research Ministry (no.
APAFIS#504-2015042011568820v5 and APAFIS#10529-201707
0614283086). Mice were housed in a controlled-temperature room
maintained on a 12 h light/dark cycle. Food and water were available ad
libitum. For molecular analyses (RNAseq, ChIPseq, 4Cseq), mice were
killed by cervical dislocation and their striata were rapidly dissected,
snap frozen and stored at — 80 °C. Genotyping was performed by PCR,
using tail DNA obtained from 10 to 15-day-old mice with primers
amplifying the CAG repeat region within the exon 1 of the human
Huntingtin gene. Home cage (HC) control mice used throughout the
study were housed in above-described standard conditions.

4.2. Behavioral tests

Generally, behavioral experiments were performed using at least
8-10 animals per group, and both male and female animals were tested
when possible. All, behavioral tests were performed during the light
phase.

4.2.1. Double-H maze

The double-H maze is a navigation test comprising 6 arms linked
through a central corridor (north N, south S, north-east NE, south-east
SE, north-west NW, south-west SW). It is filled with opacified water
(21 °C) to approximately half its height. WT and R6/1 mice of 11 and 14
weeks (11 weeks: WT n = 27 (17 males, 10 females); R6/1 n = 23 (13
males, 10 females); 14 weeks: WT n = 28 (17 males, 11 females); R6/
1 n = 23 (13 males, 10 females)). Mice were first habituated to the task
(i.e. to escape water, reaching a platform). To this end, they were trained
to reach a visible platform in the NW arm, a guillotine door blocking the
access to the other arms. This single session consisted in 4 trials of 1 min.
Second, during an acquisition phase lasting 4 consecutive days
(1-2 sessions of 4 trials of 1 min each day were performed), mice, al-
ways released from the S arm, had to find a hidden platform always
located in the NE arm. The N arm was closed by a transparent guillotine
door. To learn how to locate the platform, mice had the possibility to
develop an egocentric strategy (involving the striatum), using across
trials an invariable motor sequence (to turn right, then to turn left). They
also had the possibility to develop an allocentric strategy (involving the
hippocampus) to locate the platform, using spatial cues that were pre-
sent on the wall of the test room such that they were visible to swimming
mice. The distance to reach the platform and the number of correct
response (when mice turn right then left to reach directly the platform)
were recorded to assess performance during task acquisition (reflecting
learning). The actual learning strategy developed by the mice (egocen-
tric or allocentric) was then evaluated with a probe test (of 1 min), the
day after the last training trial. To this purpose, the platform was
removed, and the starting point was translated in the SW arm. The
translation of the start arm provides a misleading perspective. Mice that
used a procedural strategy turned right then left and first reached the N
arm (“Egocentric arm”). Those using a spatial strategy went first to the
NE arm (“Allocentric arm”™). The first and second arms visited were
recorded. Additionally, the times spent in “egocentric” and “allocentric”
arms were measured, and compared to time corresponding to chance
level, which was set to 8.3 s, considering the total number of available
arms to explore and total testing time. The formula to compute chance
level is as follows: Total time in DH x (surface of one arm/(DH total
surface divided —surface of one arm)), i.e. 60 x (450/(3700-450) with
time expressed in seconds and surfaces in cm?. The formula takes into
account closing of the north-west (NW) arm during the probe test.

4.2.2. Spatial object location task

The spatial object location task was used to assess spatial memory
based on the spatial configuration of objects in an open field. The white
floor of the plexiglass open field (52 cm x 52 cm) bordered with black
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walls (40 cm high) was divided into 25 equal squares delimited by black
lines. A striped card was fixed against a wall. The device was illuminated
by an indirect halogen light (open field center, 15 lux), and a radio
played a background noise (open field center, 45+ 5 dB). Object
exploration time was recorded and defined as the nose pointing toward
the object within 1 cm. Before testing, all mice received 3 habituation
trials of 10 min (1 per day) in the empty open field, or with one object
placed in the arena center (using a different object each day). 14 week-
old mice (WT n = 10 males, R6/1 n = 11 males) were tested with a
10 min exploration trial (acquisition) of 2 objects placed in 2 corners of
the open field. Mice returned in their home cage for 24 h and then
received a 10 min exploration trial (recall) with a new spatial configu-
ration resulting from the shift of the object less explored during acqui-
sition, from one corner to the adjacent corner of the open field. The
performance of mice was evaluated using a discrimination index, cor-
responding to the difference of exploration time of the displaced object
and fixed object, divided by total exploration time of the 2 objects.
Mouse performances were compared to chance level (index = 0).

4.2.3. Bar test

Motor coordination and balance were assessed using the beam
walking assay. 11 weeks-old mice were trained on an elevated narrow
beam of 80 cm-long, to reach a safe platform containing their cage (WT
n = 10 males; R6/1 n = 13 males). They were first habituated to the
beam, and then tested through 4 consecutive trials, each lasting 1 min.
The time to cross the beam (latency) was assessed.

4.3. Fos and Egrl immunohistological analysis

Mice were killed by cervical dislocation in basal condition (HC), 1 h
after the last trial of the second day of training (acquisition) or 1 h after
the probe test in the double-H maze (recall). Brains were removed and
cut between the two hemispheres. The right hemisphere was fixed in 4%
paraformaldehyde during 6 h at 4 °C and then stored in 20% sucrose in
phosphate buffer during 48 h before freezing them in isopentane.
Floating coronal sections (30 um) were cut using a cryostat (Microm
HM560, Thermo Scientific) in serial sections within a block of tissue
extending from + 1.34 to + 0.02 from Bregma for the dorsal striatum,
and from — 1.22 to — 2.30 from Bregma for the dorsal hippocampus.
Sections were stored at — 20 °C in tissue cryoprotective solution (30%
glycerol, 30% ethyleneglycol, 40% phosphate buffer 0.1 M). Sections
were washed in PBS prior to incubation for 20 min in 1% H05 in PBS to
quench endogenous peroxidase activity. Non-specific binding was
blocked with a 1 h incubation in 5% normal serum with 0.5% Triton X-
100 in PBS. Sections were then incubated overnight at RT in primary
antibodies against Egrl (1:500, sc-110, Santa-Cruz Biotechnology) or
Fos (1:4000, 226003/3, Synaptic System). Incubation in appropriate
biotinylated secondary antibody (IgG Goat anti-Rabbit, 1:500, ZB1007,
Vector Laboratories) was then performed for 1 h at RT and followed by
45 min incubation in an avidin-biotinylated-peroxyde complex (1:500,
Vectastain Avidine-Biotine Complex Kit, PK6100, Vector Laboratories).
3,3’-diaminobenzidine (DAB Peroxydase Substrate Kit, SK4100, Vector
Laboratories) was used as the chromagen. The quantitative analyses of
Fos- and Egrl-positive nuclei were performed in the dorsal striatum
(dorsomedian striatum -DMS-, dorsolateral striatum -DLS-). Unbiased
stereological estimates of volume and neuronal number were obtained
using Mercator software (Explora Nova, La Rochelle, France) and a Leica
DM5500B light microscope coupled with a MicroFire CDD color camera
(Optronics) equipped with a motorized x-y stage control. All stereo-
logical measurements were performed with observer being blind to the
animals’ condition. To obtain unbiased estimates of neuronal numbers,
the optical fractionator technique was employed (coefficient of error
<0.1). Areas of interest in stained section were first outlined using a 2.5x
objective and Egrl- and Fos-positive cells were counted using a 100x
(numerical aperture of 1.40) oil-immersion objective. Counting grids
were applied appropriate to the structure measured (dorsal striatum:
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120 ym x 120 pm; dorsal hippocampus: 30 um x 30 um) with optical
dissectors (40 um x 40 um) and a mean thickness of 14 um. Guard zones
of 1 ym were applied at the top and the bottom of each dissector, with a
mean dissector height of 12 ym. The total number of Egrl- and Fos-
positive nuclei/mm? of cerebral tissue was estimated from 6 to 8 sec-
tions per animal (section sampling fraction (ssf) = 1/5 for dorsal stria-
tum and 1/4 for dorsal hippocampus, from the total number of nuclei
counted in all optical dissectors).

4.4. EAU cell proliferation immunohistological analysis

For cell proliferation assessment in response to the double-H per-
formance, the thymidine analogue 2’-Deoxy-5-ethynyluridine (Edu,
Biosynth Carbosynth®) was diluted in the drinking water (0.2 mg/ml)
and administrated throughout the performance of the task. Mice in basal
condition (HC) or 1 h after the probe test in the double-H maze (recall)
were deeply anesthetized with ketamine/xylacine (200 mg/kd keta-
mine, 30 mg/kg xylazine) and intracardiacally perfused with saline
(5 min) and 4% paraformaldehyde (10 min). Posterior brain processing
for striatal coronal sections generation was performed as stated in the
previous section. Tissue immunostaining was performed as previously
described (Rue et al., 2014). Briefly, mice coronal sections were washed
twice with PBS during 5 min and incubated with NH4Cl 50 mM during
30 min to block free fixation-remaining aldehyde groups and reduce
aldehyde-induced tissue auto-fluorescence. Brain slices were then
permeated during 20 min with a PBS buffer containing 0.5% Triton
X-100 and blocked after it for 1 h at room temperature with PBS plus
0.2%, bovine serum albumin, 0.2% lysine, 0.2% glycine, 0.5% Triton
X-100% and 5% normal horse serum. Afterwards, slices were incubated
overnight with primary antibody against oligodendrocyte precursor
cells (OPCs) marker PDGFRa (1:200, R&D Systems) in a buffer con-
taining PBS 1 x plus 0.3% Triton X-100% and 0.2% bovine serum al-
bumin. Then, brain sections were washed twice in PBS 1x during 10 min
and incubated for 2 h at room temperature in primary antibody buffer
with Alexa Fluor 350 donkey anti- goat (1:500, Invitrogen) secondary
antibody. Two additional washes of 10 min each with PBS 1 x were
done to remove the excess of secondary antibodies. For EdU staining,
samples were additionally incubated in PBS 1x plus 0.3% Triton X-100
during 15 min and with the AlexaFluor-647 Click-iT detection kit
(C10340, Invitrogen) solution for 40 min. Before mounting the slices,
two additional washes with PBS 1 x were performed to remove the
excess of Click-iT reaction mix. Afterwards, slices were mounted in glass
slides and Mowiol mounting media was used to incorporate glass
coverslip. Hamamatsu Nanozoomer Digital Pathology whole slide im-
aging system (Hamamatsu Photonics) was used for image acquisition of
whole brain sections at 40 x magnification. For EAU counting, images
were first processed with NDP View v2 software (Hamamatsu Photonics)
to delimit the striatal region within each brain section and corre-
sponding area (mmz), and the number of Edu+ nuclei co-stained or not
with PDGFRa+ cells were manually counted blindly to the experi-
menter. For total PDGFRa+ cell counting, images were first processed
with Qupath software (Bankhead et al., 2017) to delimit the striatal
region within each brain section and corresponding area (mmz) and
PDGFRa+ cells were manually counted blindly by two different exper-
imenters bilaterally in four striatal sections distributed in different
anteroposterior coordinates.

4.5. Parvalbumin and WFA immunohistological analysis

For specific labeling of Perineuronal Networks (PNNs), the Wisteria
floribunda Agglutinin (WFA) lectin conjugated with FITC (ThermoFisher
Scientific) was used in combination with Parvalbumin (Pvalb) immu-
nostaining by slightly modifying the previously stated immunofluores-
cence protocol. Briefly, mice coronal sections from WT and R6/1
animals in basal condition (HC) or 1 h after the probe test in the double-
H maze (recall) were washed twice with PBS during 5 min, incubated
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with NH4Cl 50 mM during 30 min and posteriorly incubated with WFA
(1:1000 in PBS 1x) for 2 h at room temperature. Afterwards, sections
were washed twice in PBS for 10 min and immunofluorescence protocol
was carried out using anti-Pvalb (1:500, Swant) primary antibody and
Alexa Fluor 350 donkey anti- mouse (1:500, Invitrogen) secondary
antibody. Hamamatsu Nanozoomer Digital Pathology whole slide im-
aging system (Hamamatsu Photonics) was used for image acquisition of
whole brain sections at 40 x magnification. The density (cells/mm?) of
Pvalb+ , WFA+ /Pvalb+ and WFA+ /Pvalb- cells within the DMS and
DLS was manually counted blinded to the experimental condition using
Qupath software on 7-11 striatal sections (in both hemispheres)
covering the whole anteroposterior axis.

4.6. Protein expression analyses

Mice were killed by cervical dislocation in basal condition (HC), 1 h
after the last trial of the second day of training (DH-2d) or 1 h after the
probe test in the double-H maze (DH-5d) and their striata were rapidly
dissected, snap frozen and stored at — 80 °C. One striatum per mice was
lysed and homogenized in Laemmli buffer (BioRad), containing f-mer-
captoethanol (1/40 of the total volume), using a Potter homogenizer
followed by a 30 min incubation on ice. Samples were sonicated for 15 s
(Bioblock Scientific Vibra Cell 75041, power 30%), heated 5 min at
100 °C, centrifuged (13,000 rpm, 5 min), and supernatant frozen at
— 20 °C. Protein concentration was measured using the Qubit Protein
Assay Kit (ThermoFisher). Protein samples were diluted for achieving
equal protein concentrations and electrophoretic protein separation was
carried out using 4-20% polyacrylamide gels (Criterion 500, BioRad) in
TG-SDS buffer (Euromedex). Proteins were blotted onto nitrocellulose
(Midi-Size Nitrocellulose, TransBlot Turbo, BioRad) using the TransBlot
Turbo Transfer System (BioRad). Blots were blocked in 5% milk powder
and polyclonal antibodies against Egrl (1:500, sc-110, Santa-Cruz
Biotechnology), Fos (1:2000, 226003/3, Synaptic System), Creb
(1:1000, Ab31387 Abcam), Srf (1:1000, D71A9 Cell Signaling), Ermin
(1:200, 66605-1-1 g, Proteintech), Smad4 (1:1000, sc-7966, Santa-Cruz
Biotechnology), Gapdh (1:10000, Ab22555, Abcam), Actin (1:10000,
Ab16039, abcam) and p-tubulin (1:10000, sc-5274, Santa-Cruz
Biotechnology) were incubated overnight at 4 °C with 3% milk powder
in washing buffer (Tris pH 7,4, NaCl 5 M, Tween 20%, distillated water).
Blots were washed 3 times in washing buffer before secondary anti-
bodies were added (horseradish peroxidase-conjugated whole-goat anti-
rabbit/anti-mouse IgG (Jackson Laboratories). After 1 h incubation at
room temperature and 3 washes with TBST, blots were revealed with
ECL (Clarity Western ECL Substrate, BioRad) and exposed with Chem-
iDoc Touch Imaging System (BioRad). Results were quantified using the
ImageLab software (BioRad).

4.7. Generation of RNAseq data

For RNA-seq data generation, total RNA was extracted from a single
striatum or hippocampus of R6/1 or WT mouse using the RNeasy Plus
Kit (Qiagen, #74136) according to manufacturer’s instructions. Quality
assessment was performed using Bioanalyser eukaryotic total RNA nano
series II chip (Agilent, #5067-1511), and all samples achieved RNA
integration number (RIN) between 8 and 10. RNAseq libraries were
generated from 600 ng of total RNA using TruSeq Stranded mRNA LT
Sample Preparation Kit (Illumina), according to manufacturer’s in-
structions. Briefly, following purification with poly-T oligo attached
magnetic beads, the mRNA was fragmented using divalent cations at
94 °C for 2 min. The cleaved RNA fragments were copied into first
strand cDNA using reverse transcriptase and random primers. Strand
specificity was achieved by replacing dTTP with dUTP during second
strand cDNA synthesis using DNA Polymerase I and RNase H. Following
addition of a single 'A’ base and subsequent ligation of the adapter on
double stranded cDNA fragments, the products were purified and
enriched with PCR (30 s at 980 C; [10 s at 98 °C, 30 s at 60 °C, 30 s at
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72 °C] x 12 cycles; 5 min at 72 °C) to create the cDNA library. Surplus
PCR primers were further removed by purification using AMPure XP
beads (Beckman-Coulter) and the final cDNA libraries were checked for
quality and quantified using capillary electrophoresis. Libraries were
sequenced on Hiseq 4000 sequencer (Illumina) as single-end 50 base
reads following Illumina’s instructions (IGBMC, Genomeast platform).

4.8. RNAseq analysis

RNAseq datasets generated in the striatum and hippocampus of R6/1
mice and WT mice were analyzed as previously described starting from
fastq files (Alcala-Vida et al., 2021b). Tophat2 v2.1.1 associated with
bowtie2 was used for reads mapping using mm10 genome assembly
(Kim et al., 2013). Quantification of gene expression was performed
using HTSeq v0.6.1p1, using gene annotations from Ensembl GRCm38
release 87 (Anders et al., 2015). Read counts were normalized across
libraries with the method proposed by Anders and Huber (Anders and
Huber, 2010). The method implemented in the DESeq2 Bioconductor
package (DESeq2_1.14) was used in R environment (R_3.3.2) to identify
significantly differentially expressed genes between different mouse
genotypes (Love et al., 2014). Resulting P-values were adjusted for
multiple testing by using the Benjamini and Hochberg method. Down-
and up-regulated genes were defined using adj. P val< 0.05 or adj. P
val< 0.1 and FC< or > 1. Graphs were generated in R using dedicated
functions or packages (ggplot2_3.3.2, pheatmap_1.0.12,.). Gene set en-
richments for functional analyses and visualizations were generated
using Enrichr (Chen et al., 2013) and the clusterProfiler packages
(V_4.0.5). Complete lists of significantly enriched pathways, transcrip-
tional regulators and GO terms (FDR <0.05) are shown in supplemen-
tary Tables. Top 10 significant terms are represented in figures. Top
dysregulated genes, based on adj P val ranking, were used in specific
analyses. Cell type-specific striatal RNAseq dataset generated using laser
capture microdissected cell populations of WT mouse striatum were
analyzed as described (Merienne et al., 2019). Briefly, the transcriptome
of two neuronal populations (i.e. medium spiny neurons (MSNs)
expressing D1 receptor (D1 MSNs) and medium spiny neurons express-
ing D2 receptor (D2 MSNs), corresponding to neuronal populations
affected in HD and predominant in the striatum), and two glial cell
populations (astrocytes and microglia), was profiled. To simplify the
analyses, D1 and D2 MSNs samples were grouped together and
compared to glial samples (i.e. astrocytes and microglia). Down- and
up-regulated genes in neurons vs glial cells were defined using adj. P
val< 0.05 and FC< or > 1, as described (Alcala-Vida et al., 2021b). To
identify different gene co-expression modules in our RNA-seq data, we
used Co-Expression Modules identification Tool (CEMiTool) (Russo
et al., 2018) with normalized expression values from DESeq2 analysis
(variance filter (P-value): 0.2; Variance stabilizing transformation: ON),
resulting in 8 different modules (Table S2).

4.9. Chromatin Immunoprecipitation and sequencing (ChIPseq)

For each ChIP-seq experiment, bulk striatal tissue from four R6/1 or
WT animals in basal (HC) and recall conditions was used. Chromatin
extracts were divided in four fractions to allow immunoprecipitation of
same extract with H3K27ac and H3K9ac antibodies, including Input
controls. ChIPseq data were replicated through two independent ex-
periments. ChIPseq was performed as previously described (Alcala-Vida
et al,, 2021b) using antibodies to H3K27ac (ab4729, Abcam) and
H3K29ac (ab4441, Abcam). Briefly, pooled tissues were cut into small
fragments, fixed in 1% formaldehyde and incubated for 15 min at room
temperature. Cross-linking was stopped by the addition of glycine to
final concentration 0.125 M. Tissue fragments were washed with cold
PBS supplemented with protease inhibitors. The tissues were then me-
chanically homogenized in sonication buffer to obtain a homogeneous
solution. Tissue homogenates were sonicated to obtain DNA fragments
< 500 bp using Covaris Ultrasonicator E220 and centrifuged. The
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soluble chromatin fraction was pretreated with protein A Agar-
ose/Salmon Sperm DNA (Millipore) for 45 min at 4 °C. Subsequently,
samples were incubated overnight at 4 °C with corresponding primary
antibodies. Protein A Agarose/Salmon Sperm DNA was then added and
the mixture was incubated for 3 h at 4 °C in a shaker. Agarose beads
were washed, protein-DNA complexes were eluted from the beads and
de-crosslinked overnight with RNAse A at 65 °C. Proteins were elimi-
nated by 2 h incubation at 45 °C with Proteinase K, and DNA recovered
using Qiagen MiniElute PCR Purification Kit.

4.10. ChlPseq library preparation

ChIP samples were purified using Agencourt AMPure XP beads
(Beckman Coulter) and quantified with Qubit (Invitrogen). ChIP-seq
libraries were prepared from 2 ng of double-stranded purified DNA
using the MicroPlex Library Preparation kit v2 (C05010014, Dia-
genode), according to manufacturer’s instructions. Illumina compatible
indexes were added through PCR amplification (7 cycles). Amplified
libraries were purified and size-selected using Agencourt® AMPure® XP
beads (Beckman Coulter) to remove unincorporated primers and other
reagents. Prior to analyses, DNA libraries were checked for quality and
quantified using a 2100 Bioanalyzer (Agilent). Libraries were sequenced
on Illumina Hiseq 4000 sequencer as paired-end or single-end 50 base
reads following Illumina’s instructions (IGBMC Genomeast platform).
Image analysis and base calling were performed using RTA 2.7.3 and
bcl2fastq 2.17.1.14. All ChIP samples successfully went through QC
using Fastqc (https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/
fastqc/).

4.11. ChIPseq analysis: sequence alignment, peak detection and
annotation, differential analysis

Reads were mapped onto Mouse reference assembly GRCm38/mm10
using Bowtie 1.0.0. aligner (Langmead et al., 2009). Peak detection of
H3K27ac and H3K9ac was performed using SICER v1.1 (Xu et al., 2014)
with the following parameters: window size: 200; e-value: 0.003. Gap
size parameters were determined according to the score value estimated
by SICER: selected values of gap size are 1000 and 600 for H3K27ac and
H3K9ac, respectively. Peaks were annotated relative to genomic fea-
tures using Homer AnnotatePeaks v4.9.1 (Heinz et al., 2010) with
annotation from Ensembl v87. Global comparison of samples and clus-
tering analysis were performed using seqMINER v1.2.1 (Ye et al., 2014).
As reference coordinates, Refseq genes for Mouse mm10 genome or
differentially enriched peaks were used for the genes or peaks analysis,
respectively. For the differential enrichment analysis, one reference bed
file containing all peaks for a particular marker was created by selecting
common region of peaks between replicates and then merging all peaks
between different groups of comparison (e.g WT HC, WT recall, R6/1 HC
and R6/1 recall). Mapped reads per sample are counted along all peaks
within the reference bed file. The intersect, merge and multicov tools
available within the BEDtools suite v 2.26 (Quinlan and Hall, 2010)
were used to select the common regions of peaks, to merge them and
count the mapped reads. The resulting count table was used for the
differential enrichment analysis. The method implemented in the
DESeq2 Bioconductor package (Love et al., 2014), DESeq2_..14,
R_3.3.2) was used to identify significantly differentially enriched peaks
between different mouse genotypes and learning comparisons. This
method is based on the statistics described in Anders and Huber (Anders
and Huber, 2010). Resulting P-values were adjusted for multiple testing
by using the Benjamini and Hochberg method. Enriched and depleted
peaks were defined using adj P val< 0.05 and FC< or > 1, respectively.
Striatal neuronal- and glial-specific H3K27ac-enriched regions from
previously generated database (Alcala-Vida et al., 2021b) or top
cell-type specific chromatin accessible regions from striatal single-nuclei
ATAC-seq database (Zhong et al., 2021) were intersected with H3K9ac
regions differentially enriched in the different experimental conditions
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for cell type-specific genotype and learning/memory comparisons using
bedsect (Mishra et al., 2020). For statistical analysis of the intersections,
we made use of the SuperExacttest R package (Wang et al., 2015), which
calculates Jaccard statistics according to the total number of over-
lapping regions between datasets. Gene set enrichments for functional
analyses and visualization were as described in RNAseq analysis section.
Additionally, GO analyses (FDR<0.05) were performed using GREAT
(McLean et al., 2010).

4.12. Correlation analysis

Normalized read values of H3K9ac and H3K27ac peaks annotated to
their closer gene were summarize to obtain single value per gene and
resulting values were newly normalized using DESeq2 as described in
ChIP-seq analysis methods section. The loga(Fold change) values be-
tween different sets of data corresponding to the same annotated gene
were used to compute Spearman’s correlation coefficient using ggpubr R
package. Different categories of genes (down-regulated, up-regulated or
non-significant) were defined according to the differentially expressed
gene (adj. P value < 0.05) list obtained for specific comparisons in the
RNA-seq data generated in this study. Additionally, H3K9ac normalized
read values of annotated peaks were used to compute Spearman’s cor-
relation coefficient between logs(Fold change) values of genotype in
basal state (R6/1 HC vs WT HC) and physiological learning (WT recall vs
WT HC). Different categories of peaks (down, up or non-significant)
were defined in this case according to the differentially enriched re-
gions (adj. P value < 0.05) obtained when comparing WT recall with WT
HC H3K9ac data.

4.13. Circular chromatin conformation capture (4Cseq)

4Cseq was performed as previously described (Alcala-Vida et al.,
2021b) with slight modifications using striatal tissue from WT and R6/1
mice in basal condition (HC) or during the acquisition (acquisition) of
the double-H task. Briefly, frozen striatal tissue was homogenized in
ice-cold PBS supplemented with 1x Protease Inhibitors Cocktail (PIC,
cOmplete EDTA free, Roche) and cross-linked in 2% formaldehyde for
15 min at room temperature. Cross-linking was stopped by the addition
of glycine to final concentration 0.125 M and tissue was washed using
ice-cold PBS. Cells were then lysed in Cell Lysis Buffer (10 mM Hepes
pHS; 85 mM KCl; 0.5% NP-40) and nuclei were collected after treatment
with Nuclear Extraction Buffer (0.5% SDS, 10 mM EDTA pHS8, 50 mM
Tris). Nuclei were counted, and 5 million nuclei per biological condition
were digested O/N with the 1st restriction enzyme (Dpnll, New England
Biolabs) and posteriorly subjected to an over-night ligation with T4 DNA
Ligase (New England Biolabs). Subsequently, chromatin was
de-crosslinked and purified after proteinase K and RNAse A treatment. A
second digestion using CspIA (Thermo Scientific) was performed O/N,
followed by a final O/N ligation with T4 DNA Ligase and DNA purifi-
cation using phenol/chloroform extraction after sample volume reduc-
tion by using 90% under-saturated phenol (UPT phenol). The resultant
4 C DNA template was used to generate 4C-seq libraries by performing a
PCR (Long Template PCR system, Roche) with target-specific designed
reading and non-reading primers containing Illumina sequencer
adapters. For primer design (Table S5), a region surrounding the TSS of
the gene of interest (+/- 2 kb) was retrieved and primers were designed
using SnapGene (v.1.1.3) for regions that fulfilled the following criteria:
distance between Dpnll restriction site and the consecutive Csp6l re-
striction site > 350 bp; distance between Dpnll restriction site and the
following DpnlI restriction site after Csp6I > 500 bp and < 1500 bp. A
primer validation step was included to verify their specificity. Then,
generated 4C-seq libraries were purified with SPRI select beads (Beck-
man) to discard primer dimer DNA products and 4C-seq DNA template
was quantified using Bioanalyzer and pooled equimolarly for
sequencing using 50 bp single-end Hiseq 4000 sequencer (IGBMC
Genomeast platform).
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4.14. 4Cseq data analysis

Reads were mapped to mm10 with Bowtie (Langmead et al., 2009),
then processed and visualized with 4See (Ben Zouari et al., 2019) and
pyGenomeTracks (Lopez-Delisle et al., 2021). Significant interactions were
called on individual datasets using peakC (van Helden, 2003) with default
parameters, including a window size of 15 fragments. To assess the overlap
between detected intersections for each bait in the different biological
conditions, we used bedsect multiple intersection tool and calculated the
coverage in nucleotides of the different intersecting and non-intersecting
regions to generate Chow-Ruskey and area-proportional Venn-diagrams
using Intervene (Khan and Mathelier, 2017) and eulerR (https://portal.
research.lu.se/en/publications/a-case-study-in-fitting-ar-
ea-proportional-euler-diagrams-with-ell).

4.15. Statistics

Mice with the same age and sex were randomly allocated to the
different experimental groups. Blinding was applied to behavioral ex-
periments. For bar plots, centered regions indicate the mean + /-sem,
for boxplots, centered regions indicate the median, box limits, upper and
lower quartiles and whiskers, 1.5x interquartile range. All measure-
ments were taken from distinct samples. For pairwise comparisons of
average, data were tested for normality using the Shapiro’s test. Statis-
tical analyses included one-sample or two-tailed unpaired Student’s t
test, two-way analysis of variance and two-ways analysis of variance
with repeated measures. In case the samples were significantly non-
normal, non-parametric tests, including Kruskal-Wallis, one-sample
Wilcoxon and binomial tests were performed. For multiple comparisons,
the Tukey or Dunn tests were applied. P values < 0.05 were considered
to be statistically significant, except when otherwise indicated. No sta-
tistical method was used to predetermine sample size, but our sample
sizes are based on similar, previously established, experimental designs.

Data and code availability

Datasets generated in the study are deposited at NCBI under acces-
sion numbers GSE157083 (ChIPseq), GSE157099 (RNAseq) and
GSE157076 (4 C-seq) (ongoing).

Custom codes are available from the corresponding author upon
reasonable request.
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Caractérisation et modulation non pharmacologique des
dérégulations épigénétiques associées a la maladie de
Huntington : vers l'identification de nouvelles cibles
thérapeutiques

Résumeé

La maladie de Huntington (MH) est une maladie neurodégénérative génétique caractérisée par des symptomes
moteurs, cognitifs et psychiatriques causés par une atteinte primaire du striatum. Le mécanisme pathogénique
implique une dérégqulation épigénétique et transcriptionnelle a I'origine d'une perte d'identité et de fonction des
neurones. Cette theése a consisté en la caractérisation épigénétique du striatum de modéles murins a une résolution
type cellulaire-spécifique et a différent stades de la MH. Nous avons observé que les neurones striataux qui
expriment le géne muté dans la MH présentent une érosion épigénétique traduisant un vieillissement accéléré qui
implique une altération des complexes polycomb. Les régulations épigénétiques étant sensibles a I'environnement,
nous avons caractérisé le phénotype comportemental et moléculaire de modéles murins de la MH hébergés en
environnement enrichi (EE) afin de décrypter I'effet de I'EE sur les régulations épigénétiques et transcriptionnelles.
Nos résultats permettent une meilleure compréhension des mécanismes pathogéniques de la MH, et offrent de
nouvelles perspectives thérapeutiques.

Mots-clés: maladie de Huntington, striatum, épigénétique, Vvieillissement, complexe polycomb,
enrichissement environnemental

Summary

Huntington's disease (HD) is a neurodegenerative genetic disease characterized by motor, cognitive, and psychiatric
disorders caused by primary damage to the striatum. The pathogenic mechanism is complex and involve epigenetic
and transcriptional dysregulations leading to a loss of neuronal identity and cell function. This thesis aimed to
characterize the striatal epigenetic signature in mouse models with a celltype-specific resolution at different stages
of HD. We observed that striatal neurons expressing the HD mutation undergo epigenetic erosion, reflecting
accelerated aging in HD, induced by alterations in polycomb complexes. As epigenetic regulations are sensitive to the
environment, we characterized the behavioral phenotype and molecular alterations of HD mouse model after housing
in an enriched environment (EE) to decipher the epigenetic and transcriptomic effects induced by EE. Our findings
thus provide a better understanding of early pathogenic mechanisms in HD, opening new therapeutic perspectives.

Key words: Huntington's disease, striatum, epigenetics, aging, polycomb complex, environmental enrichment
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