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Etude de Pinteraction entre FMRP et le cytosquelette lors de Pactivation plaquettaire

Alexandre J. Meunier
Programme de Biochimie

Mémoire présenté a la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de I’obtention
du dipldme de maitre &s sciences (M.Sc.) en biochimie,
Faculté¢ de médecine et des sciences de la santé, Université de Sherbrooke,
Sherbrooke, Québec, Canada, JIH 5SN4

Le syndrome du X fragile, premi¢re cause monogénique de déficience intellectuelle
héréditaire, découle de I’expansion du nombre de répétitions CGG dans le géne FMRI qui,
accompagnée de sa méthylation, conduit & ’absence de la protéine correspondante : FMRP
ou « Fragile X Mental Retardation Protein ». La fonction de cette protéine reste encore
incertaine; FMRP est une protéine liant I’ ARN qui serait impliqué au niveau de la synthése
protéique, mais d’autres fonctions ont également été proposées. La découverte de nouvelles
observations dans un systéme biologique simplifié nous permettrait de mieux comprendre
la contribution réelle de ces réles. En fait, nous avons confirmé dans les plaquettes
sanguines a 1’état quiescent, qui sont caractérisées par un faible niveau de traduction, la
présence de FMRP sous forme soluble, contrairement a la majorité des autres cellules et
tissus étudiés. Puisque D’activation des plaquettes, étape incontournable de 1’hémostase
primaire, déclenche de nombreux processus intracellulaires telles une réorganisation du
cytosquelette et une augmentation de la synthése protéique, nous avons étudié le
comportement de FMRP subséquemment a P’activation plaquettaire. Des plaquettes
humaines ont été activées par I'utilisation de différents agonistes et soumises a des
protocoles de fractionnement afin de déterminer la localisation subcellulaire de FMRP.
Lors de I’activation plaquettaire, nous avons observé une redistribution de FMRP, de la
fraction soluble a celle contenant le cytosquelette, proportionnelle au pourcentage
d’agrégation des plaquettes. Cette interaction de FMRP avec certains constituants de cette
fraction a €galement été €valuée en présence de plusieurs agents chimiques influencant
différents processus cellulaires. Nous avons mis en évidence que I'utilisation de substances
exercant une influence sur la polymérisation du réseau d’actine modifie le comportement de
FMRP, suggérant que cette protéine puisse interagir avec un constituant des
microfilaments. Dans la mesure ou certaines équipes de recherche ont rapporté que les
polyribosomes plaquettaires sont une partie intégrante du cytosquelette, et d’autres que les
polyribosomes avaient la possibilité de lier spécifiquement le réseau d’actine, nous avons
envisagé la présence dans les plaquettes d’une interaction entre FMRP et 1’appareil
traductionnel en interaction avec les microfilaments. Concrétement, nous avons mis en
évidence par une approche classique d’isolation des polyribosomes, la présence de FMRP
dans ces fractions, et ce, uniquement postactivation. La redistribution de FMRP, bien que
compatible avec d’autres modeles cellulaires, lui suggére une nouvelle fonction au sein de
la réorganisation du cytosquelette et du déclenchement de la synthése protéique survenant
lors de I’activation plaquettaire. Puisque ces phénomeénes peuvent facilement étre modulés
dans les plaquettes sanguines, ces cellules humaines ont le potentiel de devenir un modéle
plus que promoteur pour I’étude de FMRP et ainsi, du syndrome du X fragile.

Mots clés : syndrome du X fragile, FMRP, plaquette sanguine, cytosquelette, polyribosome



Study of the interaction between FMRP and the cytoskeleton upon platelet activation
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Mémoire présenté a la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de I’obtention
du diplome de maitre ¢s sciences (M.Sc.) en biochimie,
Faculté de médecine et des sciences de la santé, Université de Sherbrooke,
Sherbrooke, Québec, Canada, JIH 5N4

Fragile X syndrome, the most common form of inherited intellectual disability,
results from the expansion of CGG repeats in the FMRI gene which, together with its
methylation, leads to the absence of the corresponding protein: FMRP or Fragile X Mental
Retardation Protein. The function of this protein remains uncertain, FMRP, a protein
showing sequence motifs characteristic of RNA-binding proteins, seems to participate in
several cellular processes related to protein synthesis. Uncovering novel observations in a
simpler human biological system, will allow us to better understand the real contribution of
those suggested functions. In fact, we confirm in resting blood platelets, characterized by a
limited translational activity, the presence of FMRP in a soluble form, unlike most other
cells and tissues studied so far. Since platelet activation, a critical step in primary
hemostasis, triggers many intracellular processes including cytoskeleton’s reorganization
and an increase in protein synthesis, we therefore investigated the behaviour of FMRP upon
platelet activation. Human platelets were activated by means of different agonists and
subjected to cell fractionation protocols in order to determine the subcellular localization of
FMRP. Following activation, we observed a shift of FMRP from the soluble to the
cytoskeleton fraction, which was proportional to the percentage of platelet aggregation.
Moreover, this interaction of FMRP with certain components of this fraction was also
assessed in the presence of various chemical agents that influence different cellular
processes. We showed that agents affecting actin network polymerization modified
FMRP’s behavior, suggesting that FMRP might interact with components of the
microfilaments. Some research groups have reported that platelet polyribosomes are an
integral part of the cytoskeleton, and others that polyribosomes are able to specifically bind
the actin network. We thus investigated the presence of an interaction of FMRP in platelets
with the microfilament’s bound translational apparatus. In fact, we have demonstrated by a
classical approach of polyribosome isolation, the presence of FMRP in these fractions
exclusively following activation. The resultant redistribution of FMRP, although consistent
with other cellular models, suggests a new function for this protein in connection with the
platelet cytoskeletal reorganization and the initiation of protein synthesis occurring during
platelet activation. Since these processes can easily be modulated in blood platelets, these
human cells have the potential to be a very promising model for studying FMRP and thus
the fragile X syndrome.

Keywords: fragile X syndrome, FMRP, blood platelet, cytoskeleton, polyribosome
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Neutrophil-activating protein 2 (CXCL7)
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Poly(A)-binding protein 1

Platelet activating factor

Paire de bases
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Platelet factor 4 (CXCL4)

Domaine de phosphorylation
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Phospholipase A,

Phospholipase C

Phorbol myristate acétate

Domaine d’interaction protéine-protéine
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Purine-rich single stranded DNA-binding protein a and 8
Réaction de polymérisation en chaine quantitatif
Ran-binding protein

Regulated upon activation, normal T-cell expressed and
secreted (CCLS)
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Regulation of G-protein signalling 5
RNA-induced silencing complex

Complexe ribonucléoprotéique

Réaction de polymérisation en chaine en temps réel
Unité de Svedberg

Ribosomal protein S6

SAPY0/PSD-95-associated protein 3 and 4
Systéme caniculaire ouvert

Semaphorin 3F

Smooth muscle 22 kDa cytoskeletal protein
Superoxyde dismutase 1

Sodl mRNA stem loops interacting with FMRP
Tandem affinity purification technology

Thymus and activation regulated chemokine (CCL17)
Thromboxane A2

Proto-oncogene tyrosine-protein kinase Src
Vasodilator-stimulated phosphoprotein

Facteur de von Willebrand
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Xq27.3
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a2p1
allbf3

X1V

Wheat germ agglutinin

Sous bande 3 de la bande 27 du bras long du chromosome X
Y-box-binding protein 1

Glycoprotéines Ia/lla

Glycoprotéines IIb/I11a (GPIIb/I11a)



1. CHAPITRE 1 : INTRODUCTION GENERALE

1.1 Le syndrome du X fragile

1.1.1 Les manifestations cliniques

Le syndrome du X fragile représente la premiére cause monogénique de déficience
intellectuelle héréditaire, affectant un homme sur 4000 et une femme sur 6000 (Crawford et
al., 2001). Ce qui fait de ce syndrome la deuxieme cause connue de déficience
intellectuelle, derriére le syndrome de Down (trisomie 21). Concrétement, la déficience
intellectuelle se présente initialement de modérée a sévére chez les individus de sexe
masculin, se détériorant avec I’dge. Le syndrome s’accompagne également de différents
troubles cognitifs tels que: P’hyperactivité, les déficits de l’attention, I’impulsivité,
I’anxiété, les comportements moteurs répéteés et un comportement autistique (Hagerman et
al., 2009). On observe également un large éventail de caractéristiques physiques
particuliéres,‘dont les plus fréquentes sont : une dysmorphie faciale (faciés long et étroit,
oreilles de taille supérieure & la moyenne, front et menton proéminent (Figure 1)), une
anomalie tissulaire (hyperélasticité ligamentaire, pieds plats et palais arqué) et une

macroorchidie (élargissement testiculaire) (Meguid et al., 2012).

Alors que chez les individus de sexe féminin, comme dans la majorité des maladies reliées
aux chromosomes sexuels, les problémes comportementaux et cognitifs, ainsi que les
caractéristiques morphologiques sont plus subtils et méme absents. Cela est di a
I’inactivation aléatoire d’un des deux chromosomes X dans chacune des cellules et ainsi,
1’alléle normal est exprimé dans des proportions variables. Une étude a méme montré une
inactivation préférentielle des alleles mutés dans certains types cellulaires avec I’age,
favorisant ainsi I’expression du géne normal (Rousseau et al., 1991). Les individus de sexe
féminin avec le syndrome du X fragile sont caractérisés par une déficience intellectuelle de
légére & modérée et sont susceptibles au développement de problémes émotionnels, ainsi
qu’a un retrait social (Chonchaiya et al., 2009). Etant donnée la grande variabilité
phénotypique entre deux individus; le syndrome du X fragile est difficile & diagnostiquer, la

premiére indication clinique étant souvent un retard de développement global. D’autant



plus que les caractéristiques physiques rencontrées dans ce syndrome vont plutot

s’accentuer lors de la puberté, tel la macroorchie.

Figure 1. Dysmorphie faciale d’individu avec le syndrome du X fragile. Comme illustré
par les photographies des enfants, les caractéristiques morphologiques sont assez subtiles :
un visage allongg, des oreilles décollées, un front et un menton saillants (Garber, Visootsak,
& Warren, 2008).

Au niveau neuronal, les individus avec le syndrome du X fragile sont également
caractérisés par une morphologie dendritique anormale. En effet, tant chez I’homme
(Wisniewski et al., 1991) (Hinton et al., 1991), que chez le modéle murin (Comery et al.,
1997), la densité des épines dendritiques anormalement longues et minces est augmentée
(Figure 2). Cette anomalie structurale propre aux synapses présentes dans les premiers
stades du développement cérébral implique une altération du processus de maturation
neuronale. Ce dysfonctionnement serait a la base des troubles cognitifs rencontrés chez les

individus avec le syndrome du X fragile, comme les problémes d’apprentissage (Irwin et

al., 2000).



Figure 2. Exemple de la morphologie typique des dendrites chez le modéle murin du
syndrome du X fragile (A) et chez la souris sauvage (B). Ces résultats montrent
I’augmentation de la densité des épines dendritiques immatures, c’est-a-dire longues et
minces, dans le cas du syndrome du X fragile. La barre du coin inférieur droit représente
10 um (Comery et al., 1997).

1.1.2 L’origine du syndrome
Le syndrome du X fragile a été décrit pour la premicre fois en 1943. En effet, J. P. Martin

et J. Bell furent les premiers a mettre en évidence I’association d’une déficience
intellectuelle et d’un ensemble de manifestations cliniques communes dans une étude
portant sur 11 individus de sexe masculin d’'une méme famille. Ce syndrome fiit donc
nommé : le syndrome de Martin-Bell. Bien qu’ils n’aient pas clairement identifié le mode
de transmission de ce syndrome, 1’hypotheése d’un trouble cognitif 1ié au chromosome X fiit
posée (Martin & Bell, 1943). Cette hypothése s’avéra par la suite exacte. En effet, H. A.
Lubs observa en 1969 une anomalie locale de la condensation du bras long du chromosome
X en métaphase d’individu avec le syndrome Martin-Bell (Figure 3) (Lubs, 1969). Cette
zone de fragilité¢ du chromosome X fiit nommée FRAXA (FRAgile chromosome X site A),
une appellation a la base du nom actuel du syndrome du X fragile. En 1985, a I’aide d’une
coloration de haute résolution des bandes G, ce site fragile fit localisé en Xq27.3

(Krawczun et al., 1985). Il fallut pourtant attendre en 1991 pour que le géne en cause dans

ce syndrome, soit FMRI (Fragile X Mental Retardation 1), fit identifié simultanément par



I’équipe de recherche de S. T. Warren (Verkerk et al., 1991) et de J.-L. Mendel (Oberle et
al., 1991).

Figure 3. Analyse d’un chromosome X comportant un site fragile par microscopie
électronique. Le site FRAXA se présente sous la forme d’une cassure de ’extrémité du
bras long d’un ou des chromatides du chromosome X en métaphase, lorsque les cellules
sont cultivées dans un milieu sans acide folique ou thymidine (Harrison, Jack, Allen, &
Harris, 1983).

1.1.3 La génétique du syndrome

L’identification du géne FMRI en 1991 a permis de mieux comprendre la génétique du
syndrome et de mettre en évidence un nouveau type de mutation, les mutations
dynamiques. Ce mécanisme mutationnel se caractérise par ’allongement d’une séquence
répétée instable lors de sa transmission. Dans le cas du syndrome du X fragile, il s’agit

d’une expansion du nombre de répétition des trinucléotides CGG dans la région 5’ non

traduite du géne FMRI (Verkerk et al., 1991).

Dans la population générale, on assiste a une grande hétérogénéité du nombre de répétitions
CGG s’échelonnant entre 5 et 54 répétitions (29 ou 30 triplets en moyenne) pour un alléle
normal (Figure 4) (Peprah, 2012). Bien que le nombre de répétitions soit fidélement

transmis a sa descendance, pour des raisons encore mal comprises 1’alléle peut devenir



instable et ainsi prendre de 1’expansion. Les répétitions CGG d’un all¢le stable ne sont pas
pures; elles contiennent en fait des interruptions AGG. La perte de ces interruptions semble
étre une étape importante, mais non suffisante pour expliquer la transition vers un alléle
instable pouvant prendre de I’expansion de génération en génération (Eichler et al., 1994).
Les individus présentant un nombre de répétitions compris entre 55 et 199 sont considérés
comme porteurs de I’alléle prémuté, mais ne présenteront pas de déficience intellectuelle.
Tandis que les individus avec le syndrome du X fragile possédent des alléles comprenant la
mutation compléte, soit excédant 200 répétitions; qui est accompagné d’une
hypernﬁéthylation des 1lots CpG conduisant au silence transcriptionnel du géne FMRI1

(Jacobs et al., 1993).

a Normal ATG

@

b Premutation
ATG

(1 e /4

55-200 CGG repeats

€ Full mutation

ATG

> 200 CGG repeats

Figure 4. Représentation schématique du géne FMRI et des répétitions CGG. Dans la
population générale (alléle normal), on observe un nombre de répétitions CGG inférieur a
55 (rectangle orange). Lorsque le nombre de répétitions est compris entre 55 et 200, on
considére I’individu asymptomatique porteur d’une prémutation. Alors que, le géne est
inactivé lors de la mutation compléte (plus de 200 répétitions) et I’hyperméthylation des
ilots CpG (représenté par les étoiles bleues) ce qui ce traduit par un individu avec le
syndrome du X fragile (Santoro, Bray, & Warren, 2012).



Le diagnostic actuel du syndrome s’appuie sur la mise en évidence du nombre de ces
répétitions, ainsi que de la présence de cette méthylation par une utilisation complémentaire
d’un PCR et d’une hybridation de type Southern sensible a la méthylation. L’analyse
directe de I’ADN a donc permis de remplacer 1’ancien diagnostic fondé sur I’observation,
lors du caryotype, d’une cassure du bras long du chromosome X (Rousseau et al., 1991).
Nonobstant, d’autres mutations dans le géne FMR1 peuvent également causer le syndrome

du X fragile et ne sont donc pas détectables par cette technique (Coffee et al., 2008).

1.1.4 Le géne FMRI1
Le géne FMRI inactivé chez les individus avec le syndrome du X fragile est localisé en

Xq27.3 et s’étend sur 38 kb. Ce géne encode un ARNm de 3,9 kb, comprenant : une région
5’ non traduite de 0,2 kb, une région codante de 1,9 kb, ainsi qu’une région 3’ non traduite
de 1,8 kb (Verkerk et al., 1991). Selon certaines études de RT-PCR, ce géne comprenant 17
exons génere un transcrit primaire sujet a un épissage alternatif fort complexe (Figure 5)
(Eichler et al., 1993). En effet, jusqu’a 48 transcrits distincts peuvent étre produits et
pourraient conduire a la synthése d’autant de protéines différentes (C. T. Ashley et al.,
1993). L’abondance des différents transcrits est variable selon les différents tissus étudiés,

mais aucun n’est spécifique a un tissu en particulier (Verkerk et al., 1993).
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Figure 5. Le géne FMR1 et son ARNm. Le géne FMR/ en (a) est composé de régions
codantes (en vert foncé), d’introns (lignes noires) et de région non traduite (en vert pale).
Comme illustré par les lignes bleues chevauchant le géne, on observe un épissage alternatif
fort complexe menant & I’ARNm en (b) (Santoro et al., 2012).

FMRI est un géne hautement conservé durant 1’évolution, comme en témoigne sa
caractérisation chez la souris (Eichler et al., 1993), la grenouille Xenopus laevis (Siomi et

al., 1995) et le poulet (Price et al., 1996). D’autant plus que les pourcentages d’identité en

acides aminés des protéines encodées sont trés élevés, respectivement 97 %, 86 % et 31 %



d’homologie avec la protéine humaine pour la souris, le poulet et la grenouille. A dire vrai,
des orthologues de FMR1 ont également été identifiés au-dela du sous-embranchement des
vertébrés. Effectivement, certaines études ont entre autres révélé la présence de dFMR1
chez Drosophila melanogaster (Wan et al., 2000) et de hyFMRI chez Hydractinia
echinata, un hydraire marin de I’embranchement des Cnidaria (Guduric-Fuchs et al., 2004).
En fait, il s’agit d’un des plus anciens métazoaires vivants possédant un systéme nerveux,
ce qui suggére que FMR a été bien conservé au cours de I’évolution, ce qui lui suggére un

role trés important dans le développement du systéme nerveux.

1.2 La protéine FMRP

1.2.1 La biologie de FMRP

L’ARNm de FMRI méne a la synthése de la protéine FMRP ou « Fragile X Mental
Retardation Protein », dont la séquence compléte comprend 631 a.a. L’étude de cette
séquence a par la suite permis de mettre au point différents anticorps par le biais de peptide
synthétique (C. T. Ashley et al., 1993). L’anticorps monoclonal 1C3 (anciennement nommé
mAbla), qui reconnait la partie N-terminale de FMRP, s’est avéré étre d’une importante
spécificité et sensibilité. I1 est encore aujourd’hui reconnu mondialement a titre de
référence (Devys et al., 1993). Par buvardage de type Western, il permet d’observer un
groupe de 5-6 protéines entre 70 et 78 kDa, ainsi qu’un doublet majeur a 80 kDa (Figure 6).
L’existence de différents isoformes n’est pas surprenante puisque comme décris
précédemment, 1’épissage différentiel de ’ARNm de FMRI1 rend théoriquement possible
I’obtention de nombreux transcrits et protéines correspondantes. La spécificité de cet
anticorps a été démontrée par 1’absence de la détection d’un signal dans des extraits
cellulaires d’homme possédant la mutation compléte (Khandjian, 1999). Par contre, les
applications de cet anticorps sont limitées, il est en fait caractérisé par une incapacité a
immunoprécipiter FMRP, un désavantage indéniable lors de P’étude de cette protéine

(Davidovic et al., 2007).
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Figure 6. Patron typique de FMRP et de ces isoformes mineurs. Les extraits totaux
protéiques de cellules lymphoblastoides d’un individu de sexe masculin avec le syndrome
du X fragile (X) et d’un individu normal (N) ont été analysés par immunobuvardage avec
I’anticorps 1C3. La protéine FMRP est présente uniquement chez I’individu contrble (N)
sous forme d’un doublet majeur a 80 kDa et d’isoformes mineurs compris entre 70 et
78 kDa (Khandjian, 1999).

1.2.1.1 L’expression tissulaire

L’utilisation de buvardages de type Western avec 1’anticorps 1C3 sur des extraits totaux
provenant de différents tissus humains a montré que FMRP est caractérisée, de la méme
maniere que ’ARNm de son geéne encodeur FMRI, par une expression quasi ubiquitaire
dans les tissus humains et murins, dont I’intensité varie selon les tissus en question (Figure
7). Plus encore, il a été remarqué que FMRP a une expression préférentielle au niveau du
cerveau et des testicules (Davidovic et al., 2007). Dans le cerveau, FMRP est
particulierement abondant dans les régions riches en neurones comme le cervelet et les
cellules de Purkinje, a I’interface des couches granulaires et moléculaires du cerveau; tandis

que dans les testicules, FMRP est principalement détectée dans les spermatogonies.



Dans les tissus épithéliaux (peau, cesophage, estomac, intestin gréle, colon, etc.), on
observe la formation d’un gradient décroissant d’expression de la protéine FMRP entre la
couche basale (cellules en division rapide) et celle supérieure (cellules différenciées). Dans
le méme ordre d’idée, la protéine est également produite dans des tissus en réparation a la
suite d’un traumatisme, et ce, méme si ces cellules ne I’exprimaient pas initialement (Devys
et al., 1993). L’immunobuvardage avec I’anticorps de référence permet également
d’observer le signal de FMRP dans les cellules sanguines, comme les lymphocytes et les
plaquettes (Lauziere €t al., 2012). Quant aux autres tissus, I’expression de FMRP y est plus
faible et méme absente dans le cas des cellules cardiaques, musculaires et du péritoine

(Davidovic et al., 2006).
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Figure 7. Distribution quasi ubiquitaire des membres de la famille FXR dans divers
tissus et organes de la souris adulte. Les niveaux les plus élevés de FMRP se retrouvent
dans les testicules, le cerveau et le cervelet. Quoique retrouvée dans I’ensemble des tissus
¢tudiés, a I’exception des muscles, ses niveaux d’expression semblent tissu spécifique.
FXRIP suit une distribution similaire 8 FMRP; en revanche, on retrouve un enrichissement
particulier au niveau du cceur, des muscles et du péritoine. FXR2P ne semble toutefois pas
suivre le patron de ses homologues, avec une expression plus uniforme dans la majorité des
tissus. Les poids moléculaires apparents (kDa) sont donnés vis-a-vis chacune des protéines
(Davidovic et al., 2006).

1.2.1.2 La structure protéique

L’expression quasi ubiquitaire de FMRP pourrait suggérer une ou des fonctions communes
a toutes ces cellules. Etant donné que la fonction d’une protéine est intimement liée & sa
structure, plusieurs études ont été effectuées sur la séquence primaire de cette protéine,
révélant ainsi d’importants domaines consensus (Figure 8). Concrétement, FMRP posséde
les caractéristiques d’une protéine liant I’ARN; c’est-a-dire que la séquence protéique
contient certains domaines de liaison & I’ARN : deux domaines KH ou « K homology »
(KH1 et KH2) dans sa partie N-terminal reconnaissant la structure « kissing complex » des

ARNm (Darnell et al., 2005), ainsi qu’un domaine riche en arginine et glycine appelé boite
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RGG en C-terminal liant spécifiquement le motif « G-quartet » des ARNm (Zanotti et al.,
2006). L’importance de ces domaines consensus dans la liaison de FMRP a I’ARN a
cependant été récemment remise en question par I’identification de certains ARN, qui
seront abordés dans une section subséquente, interagissant avec FMRP via sa séquence non

codante (Darnell et al., 2011).

En plus de ces domaines de liaison a I’ARN, FMRP comporte également des signaux de
localisation nucléaire (NLS) en N-terminal et d’exportation cytoplasmique (NES) en C-
terminal, ce qui permet a la protéiné de faire la navette entre le noyau et le cytoplasme des
cellules, et ce, via les po;es nucléaires (Feng et al., 1997). FMRP posséde également un
domaine de phosphorylation (PhD) en C-terminal constitué de 3 sérines pouvant étre
phosphorylés, post-traduction (Ceman et al., 2003). L’étude de la séquence de FMRP a
finalement permis d’identifier un domaine d’homo et d’hétérodimérisation ou d’interaction
protéine-protéine (PPID) en N-terminale qui, comme son nom l’'indique, permet & FMRP

d’interagir directement avec différents partenaires (Bardoni et al., 2006).

1.2.1.3 La famille des protéines FXR
A dessein d’améliorer la compréhension de la fonction de FMRP, plusieurs groupes de

recherche se sont penchés sur I’étude des différents partenaires de cette protéine, ce qui a
mené a I’identification de deux paralogues, formant ainsi la famille de protéines nommée
« Fragile X Related » ou FXR. Comprenant bien entendu FMRP, elle englobe également la
« Fragile X Related 1 Protein » (FXR1P) de méme que la « Fragile X Related 2 Protein »
(FXR2P) (Khandjian, 1999). FXR1P et FXR2P sont encodées respectivement par les génes
« Fragile X Related gene 1 » (FXRI) et « Fragile X Related gene 2 » (FXR2). A Iinstar de
FMR1, ce sont des génes autosomiques retrouves, dans le méme ordre, sur le chromosome
3 en 3q28 (Coy et al., 1995) et sur le chromosome 17 en 17p13.1 (Zhang et al., 1995);

d’autant plus qu’aucune pathologie ne leur est encore associée (Bardoni et al., 2006).

Les protéines membres de la famille FXR présentent entre elles une forte homologie de
séquence en acides aminés (Figure 8). En effet, on observe un pourcentage d’homologie de

I’ordre de 70 % dans la région N-terminale et 86 % dans la portion centrale. Toutefois, la
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région C-terminale est quant a elle beaucoup plus divergente (6 % de similitude). D’autre
part, les paralogues de FMRP conservent tous les mémes domaines consensus, & savoir :
deux domaines KH, une boite RGG, les signaux NLS et NES, ainsi que les domaines PPID
et PhD (Khandjian, 1999). D’ailleurs, I’utilisation des techniques de double hybride et
d’immunoprécipitation ont rapidement mis en évidence I’interaction directe entre ces trois

protéines, tant par homo que par hétérodimérisation (Siomi et al., 1996).

FMRP NLS PPID KH1 KH2 NES PhD RGG

Ly

Protein interactors RNA interactors

FXR1P

o

-

Figure 8. Comparaison structurelle des membres de la famille des FXR. FMRP,
FXRI1P et FXR2P, respectivement encodées par les génes FMRI, FXRI et FXR2, sont tous
des protéines de la famille FXR. Les lignes verticales noires indiquent les acides aminés
identiques dans les trois protéines; les lignes horizontales rouges montrent les régions
divergentes en acides aminés chez FXRI1P et FXR2P par rapport a FMRP. Les domaines
consensus KH (KH1 et KH2), la boite RGG, les signaux de localisation nucléaire (NLS) et
d’exportation cytoplasmique (NES), le domaine de phosphorylation (PhD) ainsi que le
domaine d’homo et d’interaction protéine-protéine (PPID) sont tous conservés. Certaines
protéines reconnues pour interagir par le PPID sont représentées en turquoise, et les motifs
spécifiques d’ARNm liés en bleu (Bardoni et al., 2006).

L’étude d’expression de ces paralogues a été possible grice a la mise au point d’anticorps
contre la portion C-terminale qui est moins conservée et ce qui semble donc limiter les

réactions non spécifiques avec FMRP (Tamanini et al., 1997). Au moyen de buvardages de
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type Western, deux isoformes FXR1P de 70 et de 78 kDa sont détectés (Figure 9). Le géne
FXR1 encode pour un transcrit primaire pouvant produire un ARNm de 3,2 ou de 2,4 kb
(épissage alternatif) a l’origine respectivement du long et du court isoforme de FXRI1P
(Corbin et al., 1997). Ces deux isoformes sont détectés, comme FMRP, dans un large
éventail de tissu (Figure 7). Etonnement, ils font plutdt place 4 un nouveau variant
d’épissage plus long de 81 pb dans les cellules musculaires, cardiaques et du péritoine. Il a
été¢ montré que cet isoforme de 81 a 84 kDa remplagait graduellement les autres formes
préalablement observables dans les lignées cellulaires myoblastiques de souris, lors de leur
différenciation en myotube (Khandjian et al., 1998). FXRIP serait particuliérement
indispensable au tissu musculaire, puisque que les souris KO du géne FXR/ décédent peu
de temps aprés la naissance, principalement & la suite de défaillance cardiaque ou
respiratoire (Mientjes et al., 2004). Dans le cas de FXR2P, I'utilisation d’anticorps révéle
une bande majeure de 94 kDa et un isoforme mineur de 86 kDa (Figure 9). Les études
subséquentes ont montré que la distribution de FXR2P suivait celle observée chez FMRP.
Au méme titre que FMRP, les autres membres de la famille FXR sont exprimés dans un
large éventail de tissu, mais on observe un enrichissement apparent au niveau testiculaire et
cérébral, 2 organes largement affectés dans le syndrome du X fragile (Tamanini et al,,
1997). Pourtant, les niveaux d’expression de ces paralogues ne semblent pas étre altérés
chez les individus avec le syndrome du X fragile. Dans Pensemble, les protéines FXR, de
par leur homologie et leurs domaines consensus auraient des fonctions communes qui

pourraient se compenser dans certains tissus.
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Figure 9. Comparaison des signaux observés par immunobuvardage des membres de
la famille des FXR. Les puits a, b, ¢ et e présentent des extraits totaux provenant de
cellules lymphoblastoides humaines; tandis que ’extrait protéique du puits d vient de
culture secondaire de myoblastes humains. Les différents membres de la famille FXR ont
été révélés a partir d’anticorps spécifique de FMRP (a), de FXRI1P (b a d) et de FXR2P (e)
(Khandjian, 1999).

1.2.2 Le role biologique de FMRP

1.2.2.1 La localisation subcellulaire |

Comme mentionné précédemment, la protéine FMRP posséde, un signal de localisation
nucléaire, ainsi qu’un signal d’export nucléaire; lui permettant ainsi de faire la navette entre
le noyau et le cytoplasme des cellules. Néanmoins, plusieurs études ont démontré que cette
protéine était retrouvée a 95 % au niveau du cytoplasme et principalement autour du noyau
(Verheij et al., 1993). Du c6té neuronal, FMRP suit la méme distribution; ¢’est-a-dire que
cette protéine est retrouvée au niveau du cytoplasme et plus particuliérement dans le
péricaryon, zone de cytoplasme riche en réticulum endoplasmique entourant le noyau des

neurones (Feng et al., 1997).

Malgré cela, FMRP n’est pas libre pour autant dans le cytoplasme. En effet, cette protéine
sédimente dans la fraction contenant classiquement les ribosomes (P100) suivant un
protocole de fractionnement cellulaire par centrifugations différentielles ou par

centrifugation sur gradient de sucrose d’extraits totaux de la majorité des tissus étudiés a ce
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jour. Ces résultats sont également corroborés par 1’obtention en immunofluorescence de la
méme distribution a la fois pour FMRP et pour la protéine ribosomale L7a (Khandjian et
al., 1996). L’association de FMRP avec les polyribosomes a été mise en évidence dans
plusieurs types cellulaires de référence, par exemple dans les cellules HeLa (Figure 10). En
fait, il a été montré que 1’association de FMRP était dépendante a la fois de la force ionique
et de la présence d’ARNm (Corbin et al., 1997), des caractéristiques propres aux

ribonucléoprotéines liant I’ARN.

FRP rmew nsliﬁiii{ L "=

E

Figure 10. L ’association de FMRP aux polyribosomes est dépendante de la présence
d’ARNm. Des aliquots d’environ 10 wunités d’absorbance a 260 nm d’extraits
cytoplasmiques de cellule Hela ont été analysés par sédimentation sur gradient de sucrose
15-45 % (p/p) avant (a) et apres I’ajout de 0,5 M KCI (b) ou le traitement avec 100 pg/ml
d’ARNase (c). La présence de FMRP dans chacune des fractions a ensuite été révélée par
buvardages de type Western avec 1’anticorps 1C3 (Corbin et al., 1997).

1.2.2.2 Les partenaires de FMRP

FMRP est I’une des nombreuses composantes des complexes ribonucléoprotéiques (RNP),
un assemblage de protéines et d’ARN jouant un r6le important dans la transcription, dans
les mécanismes de régulation post-transcriptionnelle (épissage, stabilité des ARN, routage
et compartimentation des ARN), ainsi que dans la traduction (Hugo & Bouvet, 2003)
(Davidovic et al., 2005).

En ce sens, le fait que la majorité des protéines interagissant avec FMRP sont des protéines,
qui comme FMRP, possedent les caractéristiques intrinséques des protéines liant ’ARN n’a
rien de surprenant. On note par exemple (Tableaul): 82-FIP, NUFIP1, MSP58, nucléoline,
p50, mStaufen, Pur-a et les membres de la famille FXR (Bardoni et al., 2006). Ces

partenaires pourraient par exemple avoir la possibilité, par le biais de changement de
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conformation, de moduler I’affinit¢é de FMRP pour différentes classes d’ARNm ou encore

de lui permettre d’interagir avec un plus grand nombre d’entre eux.

Protéine interagissant

Processus cellulaires associés

avec FMRP

82-FIP Transport des ARNm

CYFIP1 Réorganisation du cytosquelette (voie Rho/Rac GTPase)

CYFIP2 Réorganisation du cytosquelette (voie Rho/Rac GTPase)

Dicer Voie des microARN

Dynéine (chaine Protéine motrice et transport rétrograde

intermédiaire)

elF2C2 (AGO1) Voie des microARN

FMRP Régulation de la traduction

FXRI1P Régulation de la traduction

FXR2P Régulation de la traduction

KIF3C Protéine motrice et adressage dendritique

KIF5 Protéine motrice et transport dendritique

Lgl Suppression de tumeur

MSP58 Facteur de transcription nucléolaire, biogénése des RNP,
régulation de la transcription

mStaufen Transport des ARN aux dendrites, transport des granule
neuronaux d’ARN et entreposage des ARNm réprimés des
cellules germinales et régulation de la traduction

Myosine Va Protéine motrice du réseau d’actine, transport des vésicules
synaptiques et régulation de I’exocytose des vésicules

Nucléoline Structure de la chromatine, biogenése des ribosomes et navette
nucléocytoplasmique

NUFIPI1 Lien entre la transcription et ’export des ARNm

p50 (YB-1) Facteur de transcription, entreposage des ARNm réprimés des
cellules germinales et régulation de la traduction

PABP1 Synthese protéique

Pur-a Réplication de I’ADN, transcription des génes, transport et
traduction des ARNm dendritiques

Pur-j Transport des ARN

Ran-BPM Transport nucléaire, migration cellulaire et régulation de

I’activité transcriptionnelle des récepteurs stéroidiens

Tableau 1. Identification sommaire des partenaires protéiques de FMRP dans des
cellules de mammiféres. Les partenaires de FMRP ont été identifiés par 1’utilisation de
différentes techniques : le systéme de double-hybride, la coimmunoprécipitation, la Tap-
technology et I’immunoprécipitation. Les roles supposés des protéines interagissant avec
FMRP sont fournis a titre d’indication. Les abréviations ont été définies dans la liste des
abréviations. Le tableau a été basé sur plusieurs références. (Bardoni et al., 2006) (Bagni &
Greenough, 2005) (Davidovic et al., 2007).
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Les complexes RNP contiennent également différents ARN recrutés par FMRP. FMRP est
une protéine trés sélective, ne liant que 4 % des ARNm dans le cerveau des mammiféres
(C. T. Ashley Jr, Wilkinson, Reines, & Warren, 1993). Alors que plus de 400 ARNm
pouvant s’associer avec FMRP ont été identifiés par les techniques de puce a ARN et de
systéme de triple hybride, seulement 14 d’entre eux ont €t€ validés par une interaction
biochimique directe (Tableau 2). Ces ARNm encodent des protéines qui sont au cceur des
fonctions neuronalés, de la plasticité synaptique et de la maturation des neurones (Santoro
et al., 2012). Plus encore, il a ét¢ montré que FMRP interagissait avec ces ARNm cible via
certaines molécules adaptatrices, comme BCI1, un petit ARN non-codant (Zalfa et al.,
2003). Ces résultats ont toutefois rencontré une vive contestation quant a la spécificité de la
réaction. En outre, il a été montré récemment par séquencage a haut débit des transcrits
d’ARN coimmunoprécipités par « cross-linking » avec FMRP, que ces ARNm
interagissaient a la fois dans la région codante que dans celle non-codante et donc que la
reconnaissance des ARNm n’était pas limitée a leur motif « G-quartet » et « kissing
complexe », mais la fonctionnalité de tels mécanismes demeurent encore inconnue (Darnell
et al., 2011). Du méme point de vue, un regroupement de chercheurs a permis d’identifier
récemment un nouveau motif ARN, le SoSLIP, qui serait 4 la base de I’interaction entre

FMRP et I’ARN Sod1 (Bechara et al., 2009b).
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ARNm interagissant Processus cellulaires associés
avec FMRP
APP Formation des synapses dans le cerveau en développement
Arc Plasticité synaptique (potentialisation a long terme)
CamKlIla Plasticité synaptique (activité kinase)
EF-1A Suppression non-sens
FMR1 Régulation de la traduction
GABAs Récepteur synaptique (récepteur GABA)
GluR Récepteur synaptique (récepteur glutamate)
hASH1 Différenciation neuronale
Maplb Modulation de la dynamique des microtubules (extension des
neurites et développement des synapse)
Psd95 Signalisation synaptique
Rgs5 Régulation de la signalisation des récepteurs post-synaptiques
Sapap3/4 Régulation de la signalisation des récepteurs post-synaptiques
Sema3F Migration neuronale et guidance des axones
Sodl Stress oxydatif

Tableau 2. Identification des 14 ARNm interagissant avec FMRP ‘et validé par une
interaction biochimique directe. Les rdles supposés des protéines interagissant avec
FMRP sont fournis a tire d’indication. Les abréviations ont été définies dans la liste des
abréviations. Ce tableau a été traduit librement de la référence (Santoro et al., 2012).

Néanmoins, la fonction de FMRP ne semble pas restreinte a ses propriétés de protéine liant
I’ARN. En effet, de plus en plus d’études s’intéressent a4 une nouvelle catégorie de protéine
interagissant avec FMRP, soit les protéines associées au cytosquelette (Tableau 1). Pour en
nommer que quelques-unes : Lgl, Ran-BPM, myosin Va, KIF5, KIF3C, etc. (Bardoni et
al., 2006). Alors que la signification fonctionnelle de ces associations reste encore a
élucider, leur identification permet d’accroitre la compréhension de la participation de
FMRP a la morphologie neuronale. FMRP s’associe également avec les protéines CYFIP1
et CYFIP2, deux protéines impliquées dans la réorganisation du cytosquelette des

structures dendritiques par la voie Rho/Rac GTPase pour assurer a la fois 1a maturation et le

maintient des épines dendritiques (Schenck et al., 2001).

1.2.2.3 Les fonctions étudiées
Comme mentionné précédemment, FMRP est impliqué dans la maturation des synapses

neuronales. En fait, D’activité synaptique déclenche des changements dans la force
d’interaction des synapses, appelés potentialisation & long terme (LTP) et dépression a long:

terme (LTD). Ces deux phénomeénes entrainent respectivement un maintient des synapses
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naissantes ou une élimination de ces derniers, un principe a la base de I’apprentissage
(Huber, Gallagher, Warren, & Bear, 2002). Et bien, il a été remarqué chez les individus
avec le syndrome du X fragile une phase LTD exagérée qui limite la formation des
connectivités nerveuses (Figure 11b). Concrétement dans les synapses, FMRP a pour
fonction, en inhibant la synthése protéique, de limiter I’internalisation de certains
récepteurs post-synaptique se produisant a la suite de 1’activation des récepteurs au
glutamate (mGIuR) et ainsi d’inverser la LTD (Figure 11a) (Bear et al., 2004). Cette
révolution de la compréhension du rdle synaptique de FMRP se base sur 1’ensemble des

propriétés cellulaires de cette protéine.

(a) mGIuR5 AMPA receptor (b) U
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Figure 11. Modéles des conséquences structurelles de la synthése protéique déclenchée
lors de Pactivation des récepteurs au glutamate. (a) L’activation des mGluR entraine
une augmentation de la synthése protéique, qui comme I’activation des récepteurs au
glutamate elle-méme, entraine I’internalisation des récepteurs AMPA. Cette internalisation
est limitée par FMRP qui agit a titre de répresseur traductionnel. (b) La perte des récepteurs
membranaires AMPA, ainsi que NMDA, a la suite de ’activation des mGIluR cause
I’affaiblissement des synapses. Ce phénoméne exagéré chez les individus avec le syndrome
du X fragile explique la présence d’épine dendritique allongée immature (Bear et al., 2004).

Tout d’abord, bien que FMRP est une protéine cytoplasmique, des analyses
d’immunolocalisation de formes tronquées de FMRP, ainsi que de nouvelles constructions

ont rapidement permis de mettre en évidence la possibilité de cette protéine de faire la

navette entre le cytoplasme et le noyau et ainsi de poser I’hypothése d’un rble dans
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I’exportation cytoplasmique d’ARN (Eberhart et al., 1996). Néanmoins, puisque FMRP est
retrouvé a 95 % au niveau du cytoplasme, il semble que cette protéine y exerce sa

principale fonction.

Dans le cytoplasme, FMRP est majoritairement associée aux polyribosomes par le biais de
complexes RNP (Corbin et al., 1997), des complexes participant au transport des ARN. Le
cytosquelette est bien entendu au centre de ce transport, et plus particulicrement les
microtubules (15-20 % des protéines neuronales) qui représentent la structure majeure des
axones (Laferriere et al., 1997). De par son interaction avec différentes protéines motrices
de ce résecau, FMRP participe également a ce transport neuronal dépendant des
microtubules (Figure 12). En effet, les complexes RNP contenant FMRP colocalisent avec
les microtubules axonaux et 1’utilisation d’agent affectant 1’intégrité du réseau de tubuline -
affecte également de maniére significative la portion synaptique de FMRP (De Diego Otero
et al., 2002). Dans les épines dendritiques, les filopodes, ainsi que dans les cOnes de
croissance, les complexes RNP sont plutét compartimentés dans les filaments d’actine
(Antar et al., 2005). Cette association au cytosquelette semble méme étre au cceur de la
répression traductionnelle de FMRP. En effet, le groupe de recherche du Dr Feng a mis en
évidence que les polyribosomes cytoplasmiques associés a FMRP étaient en traduction
active, alors que ceux en interaction avec le cytosquelette étaient plutdt majoritairement

retenus en état de dormance (H. Wang et al., 2008).
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Figure 12. Mod¢le proposé du transport des ARNm sous forme réprimée par FMRP.
FMRP entre dans le noyau et interagit avec les complexes pré-RNP pour escorter les
ARNm au cytoplasme. Les complexes RNP sont ensuite dirigés vers un centre de triage ou
la décision de traduction des ARNm ou de transport vers les des sites de traduction
localisée. Les granules résultantes sont par la suite transportées le long des dendrites via le
réseau de microtubules jusqu’aux épines dendritiques cibles. Les ARNm réprimés sont
réactivés suivant le stimulus adéquat pour une synthése localisée dans le réseau d’actine
trés développé de ces structures (Bardoni et al., 2006).

Effectivement, plusieurs évidences suggérent que FMRP y causerait la répression des
ribosomes (Figure 13). En fait, ’utilisation d’agent chimique causant la dissociation des
ribosomes en traduction active, par exemple la puromycine, permet d’identifier certains
polyribosomes résistants, donc bloqués dans un état inactif. Comme FMRP est partie
intégrante de ces complexes résistants, il ne serait pas surprenant qu’il en soit le
responsable (Stefani et al., 2004). D’ailleurs, la présence de FMRP dans un systéme de
traduction in vitro augmente le nombre de polyribosomes bloqués sur des ARNm cibles de
FMRP, ce qui renforce I’hypotheése d’un rdle de répresseur traductionnel (Darnell et al.,
2011). Le blocage des polyribosomes semble donc étre la clé de la répression

traductionnelle sur les ARNm cibles de FMRP, ce qui pourrait par exemple servir a la
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traduction localisée de ces ARNm. D’autant plus que ’absence de FMRP entraine

I’augmentation de la traduction de ces ARNm cibles (T. Wang et al., 2012).

(a) Normal FXS
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Figure 13. Mécanisme de régulation de la traduction par FMRP. (a) FMRP inhibe la
traduction des ARNm cibles par le blocage des ribosomes. Chez les cellules d’individu
avec le syndrome du X fragile, cette répression traductionnelle est absente (T. Wang et al.,

2012).

Alors que de plus en plus d’évidences renforcent le réle de répresseur traductionnel de
FMRP, dans certaines situations elle semble agir, a I’opposé, a titre d’activateur. C’est le
cas de Sodl, un ARNm démontrant une trés haute affinité spécifique pour FMRP,
important dans la réponse au stress oxydatif. Il se trouve que 1’absence de FMRP conduit
inexorablement a une diminution importante de 1’expression de cet ARN (Bechara et al.,
2009a). Dans le méme ordre d’idée, FMRP peut également favoriser la stabilité et ainsi
augmenter 1’expression de certains ARN. En fait, il a ét¢ montré que FMRP pouvait
reconnaitre une région riche en guanine dans la région 3° de I’ARNm PSD-95, et par le fait

méme le protéger de la dégradation (Zalfa et al., 2007).

La synthese protéique dans les cellules hautement spécialisées comme les neurones est
hautement contrdlée, afin de permettre une traduction localisée. Les synapses en sont un bel
exemple ou I’on retrouve a la fois des polyribosomes, des facteurs d’initiation de la
traduction, ainsi que plusieurs ARNm spécifiques; ce qui permet de répondre rapidement et
distinctement a différents signaux neuronaux et d’assurer la plasticité neuronale (Bramham
& Wells, 2007). En fait, plusieurs observations de localisation ont montré qu’une que

FMRP était majoritairement distribuée au niveau des complexes RNP dans les synapses,
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soit des granules composées d’ARNm, de ribosomes et de protéine liant I’ARN (Antar et
al., 2004). L’activation des récepteurs synaptiques de glutamate cause par la suite
I’enrichissement de FMRP, ainsi que de ces ARNm cibles au niveau des synapses, par
exemple : Maplb, CamKIla et Sapap4 (Dictenberg et al., 2008). Il a également été observé
chez le modéle murin que le transport de I’ARNm du géne FMR1 est augmenté suivant la
stimulation neuronale, ce qui permet en plus une synthése accrue de FMRP dans les

synapses (Kao et al., 2010).

Bref, la fonction cellulaire exacte de FMRP est encore a définir; des études récentes ne
cessent de découvrir de nouvelles propriétés et fonctions de FMRP. De plus en plus de
groupes de recherche croient que FMRP serait un répresseur traductionnel de ces ARNm
cibles au niveau des synapses des neurones, et jouerait un role crucial dans la plasticité
synaptique (T. Wang et al., 2012). Néanmoins, la relation entre FMRP et le cytosquelette
est encore mal comprise et sa réelle contribution a la plasticit¢ neuronale I’est encore

moins.

1.2.3 Le modéle d’étude de la relation entre FMRP et le cytosquelette
En effet, des études approfondies sont nécessaires pour saisir I'importance biologique de

FMRP dans I’organisation structurale des épines dendritiques, la manifestation
pathologique clée chez les individus avec le X fragile. Bien sir I'utilisation de différentes
lignées cellulaires, telles les lignées fibroblastiques, épithéliales et lymphocytaires, est
largement répandue pour étendre notre compréhension de la fonction de FMRP. Par contre,
ces cellules roturiéres ont une morphologie et un fonctionnement hautement éloignés des
cellules hautement spécialisées comme le sont les neurones, ou FRMP y est fortement
exprimée (Davidovic et al., 2006). C’est sans oublier la rareté du matériel neuronal humain
frais en quantité suffisante pour survenir aux différentes recherches; propulsant ainsi I’essor
de modéles mieux adapté aux phénomeénes spécifiques ayant lieu dans les synapses

ncuronaux.

Notre laboratoire a récemment mis en évidence un tout nouveau modéle d’étude offrant

plusieurs avantages innovateurs, soit les plaquettes sanguines (Lauziere et al., 2012).
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L’utilisation des plaquettes comme modeles d’étude neuronaux n’en est pas a ses débuts;
dés les années 80, plusieurs groupes de recherche sont intéressés a cette ressemblance
cellulaire (Rotman, 1983) (Pletscher & Laubscher, 1980) (Barradas & Mikhailidis, 1993).
En fait, les plaquettes, tout comme les neurones, présentent un haut niveau de
spécialisation, partageant méme de nombreuses autres caractéristiques semblables. Pour
n’en nommer que quelques-unes : certains messagers seconds (ex. glutamate) et récepteurs
membranaires communs (ex. mGluR), une synthése protéique locale caractérisée par une
moindre influence du noyau, une importante sécrétion de granules, etc. (Dreux & Launay,
1985). Néanmoins, puisque le syndrome du X fragile est une maladie structurelle des
dendrites et par conséquent d’une anomalie du cytosquelette, la plus importante
ressemblance entre les plaquettes et les neurones demeure leur cytosquelette hautement
développé. En effet, bien que les plaquettes soient des cellules avec un métabolisme
minimal a I’état quiescent, leur activation, comme vous le constaterez a la lecture de la
prochaine section, déclenche de nombreux phénoménes de spécialisation axés sur la

réorganisation du cytosquelette (Thon & Italiano, 2010).
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1.3 Les plaquettes sanguines

1.3.1 Généralités sur les plaquettes

Les plaquettes sont, au méme titre que les globules rouges et blancs, des cellules en
circulation dans le systéme sanguin. Elles sont produites par leur précurseur immédiat les
mégacaryocytes, issus de la différenciation des cellules hématopoiétiques dans la moelle
osseuse. La production de plaquette ou thrombopoiese correspond a la phase finale du
développement mégacaryocytaire, un systéme unique en soi qui se divise en deux parties
(Patel et al., 2005). Tout d’abord, les mégacaryocytes deviennent polyploides par
endomitose, une variante du cycle cellulaire qui permet la réplication de I’ADN nucléaire
sans division de la cellule elle-méme (Figure 14). Selon certaines études, I’amplification
des génes fonctionnels pourrait faciliter la production protéique massive, ainsi que la
synthése de membrane nécessaire a la thrombopoiese (Raslova et al., 2003). Au cours de la
maturation cytoplasmique et membranaire survenént a la suite de la polyploidisation, il y a
efnmagasinage des différents éléments plaquettaires qui seront par la suite transférés aux
extrémités donnant naissance aux plaquettes, suivant D’expulsion des noyaux des
mégacaryocytes (Youssefian & Cramer, 2000). Le mécanisme exact de la production finale,
ainsi que le reldichement des plaquettes dans la circulation est encore inconnu, bien que
deux modéles aient été proposés : le modéle de fragmentation et le modéle de formation des

proplaquettes (Figure 14).
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Figure 14. Etape de la production des plaquettes par les mégacaryocytes. La transition
entre le mégacaryocyte immature (A) et le relachement des plaquettes (E) se produit via
une suite systématique d’événement. (B) Les cellules entrent premiérement en endomitose
qui permet une synthése d’organelles, ainsi qu’une maturation et expansion drastique du
cytoplasme. Apparait également la complexification du réseau de microtubule a partir des
centrosomes. (C) Avant la formation des proplaquettes, les centrosomes sont désassemblés
et les microtubules migrent au cortex cellulaire. La formation des proplaquettes débute avec
le développement de pseudopodes épais. (D) Pendant que les organelles sont déplacées
dans I’extrémité des pseudopodes, le glissement des microtubules permet 1’élongation des
proplaquettes. L’intensification de la formation de pseudopodes dans la cellule permet de
maximiser les extrémités proplaquettaires. (E) L’enti¢reté du cytoplasme du mégacaryocyte
est convertie en un grand nombre de proplaquettes, qui sont libérées de la cellule. Les
noyaux sont expulsés des proplaquettes et les plaquettes individuelles sont relachées a
I’extrémité des proplaquettes (Patel et al., 2005).

Alors que les mégacaryocytes représentent moins d’un pourcent des cellules myéloides, ils
sont & 1’origine d’une production journaliére avoisinant les 10" plaquettes au niveau basal
(Kaushansky, 2008). Les nouvelles plaquettes de forme discoide ainsi formées prennent la

direction de la circulation sanguine (150 4 400 x 10°/L) pour une durée de vie avoisinant les

8 4 10 jours. Les plaquettes représentent les plus petits éléments figurés du sang avec un
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diamétre de 2 a 4 um, une épaisseur de 0,5 pum et un volume moyen de 6 a 10 fl. Alors
qu’elles sont a ’état circulatoire en période de latence (activité cellulaire minimale), leur
activation et leur accumulation subséquente au site de lésion vasculaire sont les étapes clés

de I’hémostase primaire (Angiolillo et al., 2010).

En fait, I’hémostase englobe [I’ensemble des étapes qui contribuent a l’arrét des
saignements a la suite d’une bréche dans une paroi sanguine, mais également le maintien de
la fluidité du sang et des propriétés des vaisseaux. Elle se subdivise en trois étapes
successives : 1’hémostase primaire '(constriction du vaisseau lés¢ et formation du clou
plaquettaire), la coagulation (renfoncement du clou plaquettaire par la formation d’un
caillot de fibrine) et la fibrinolyse (dissolution du caillot). C’est I’hémostase primaire, ou la
formation de I’agrégat plaquettaire qui sera au cceur de la présente étude. Afin de permettre
I’agrégation, les plaquettes subissent différentes transformations physiologiques, dont un
changement de forme drastique, conséquence de la reconnaissance de la breche et de la

transmission du signal (Angiolillo et al., 2010).

1.3.2 L’activation des plaquettes

1.3.2.1 L’adhésion plaquettaire

Effectivement, I’exposition de la matrice extracellulaire sous-endothéliale (ECM) lors
d’une 1ésion vasculaire permet ’interaction des différents récepteurs membranaires avec
certaines composantes de ’ECM, dont le collagéne qui est un puissant activateur
plaquettaire. En fait, la membrane plaquettaire, une bicouche lipidique typique, est
parsemée de différents récepteurs : les sélectines (P-sélectine), les glycoprotéines ou
intégrines (ex. GPI, GPII, GPIII, GPIV et GPV), les immunoglobulines, de méme que les
récepteurs des agonistes plaquettaires (ex. collagéne, thrombine, adénosine diphosphate
(ADP), thromboxane A; (TxA2)) (Kamath et al., 2001). Chez les plaquettes, c’est
I’intégrine GPIIb/IIla (allbB3) qui est considérée la plus importante, de par son niveau
d’expression €levé dans la membrane des plaquettes, mais également pour son rdle
indispensable dans la formation de 1’agrégat Rlaquettaire qui sera discuté dans une section

ultérieure (Stegner & Nieswandt, 2011).
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Donc lors d’une lésion vasculaire, ces récepteurs permettent aux plaquettes d’interagir
directement avec les différentes protéines d’adhésion de ’ECM. En fait, ce sont les
complexes GPIb-V-IX et I'intégrine GPVI qui prédominent au niveau de 1’adhérence des
plaquettes, interagissant respectivement avec le facteur de von Willebrand (vWF) et le
collagéne (Figure 15) (Nuyttens et al., 2011). La stimulation de ces récepteurs active les
cascades de signalisation qui mene & une augmentation du calcium cytoplasmique, ainsi
qu'une stimulation des protéines kinases, des étapes au cceur de ’activation (Jennings,

2009).
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Figure 15. Modele de P’adhésion plaquettaire a la matrice extracellulaire sous-
endothéliale au site de la lésion vasculaire et de la formation subséquente de ’agrégat.
Le premier contact est principalement assuré par I’interaction du récepteur GPIb-V-IX avec
le facteur von Willebrand. Par la suite, la reconnaissance du collagéne par I’intégrine GPVI
initie ’activation plaquettaire, nécessaire a la relache de rétroactivateurs, principalement
I’ADP, I’ATP et la TxA,. Cette activation est consolidée par la thrombine générée par la
production locale du facteur tissulaire (TF). Puis, I’adhésion stable des plaquettes au
collagene grace aux intégrines o2B1 (directement) et allbB3 (indirectement par
I’intermédiaire du vWF ou d’autres ligands) accentue le relichement des agonistes solubles.
Finalement, I’agrégat plaquettaire initié a 1’aide des intégrines des différentes plaquettes est
renforcé par le récepteur CLEC-2, dont le ligand reste encore a déterminer (Stegner &
Nieswandt, 2011).

1.32.2 La sécrétion de granules

Lors de I’activation, les granules centralisées fusionnent avec le systéme caniculaire ouvert
(SCO), un systéme membranaire consistant en des invaginations profondes de la membrane
externe au niveau du cytoplasme (Figure 16). Cette exocytose permet un déversement de

plus de 300 protéines et facteurs qui se retrouveront a la membrane cytoplasmique ou dans
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I’environnement extracellulaire (Smyth et al., 2009). Les plaquettes sont caractérisées par la

présence de deux types de granules spécifiques: les granules o et les granules denses.

hY

Figure 16. Sécrétion des granules plaquettaires conséquente a ’activation. Des
plaquettes quiescentes (a) ou activées au collagene (b) ont été analysées par microscopie
électronique. La présence de granules (cercles opaques) est observable uniquement chez les
plaquettes quiescentes.

Les granules o sont les plus abondantes (de 50 a 80 par cellule), représentant 10 % du
volume plaquettaire (Blair & Flaumenhaft, 2009). Elles contiennent a la fois des protéines
exprimées a la membrane et a la surface membranaire (ex. intégrines et récepteurs), des
protéines solubles impliquées entre autres dans le processus de coagulation et
d’inflammation, ainsi que des facteurs favorisant la cicatrisation (Figure 17). Les granules
denses sont environ dix fois moins nombreuses (de 4 a 8 par cellule), mais facilement
identifiables par leur intense opacité électronique. Ces granules reldchent de petites
molécules, tels certains nucléotides, I’ADP et le calcium (Cerecedo et al., 2010). Le
processus de sécrétion des granules plaquettaires permet d’augmenter le recrutement et
’activation d’autres plaquettes par différentes voies de signalisation et d’ainsi favoriser

I’agrégation.
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a-Granules

Dense bodies

Platelet-specific proteins
Platelet factor 4
B-Thromboglobulin family*
Multimerin
Adhesive glycoproteins
Fibrinogen
von Willebrand factor
von Willebrand factor propeptide
Fibronectin
Thrombospondin-1
Vitronectin
Coagulation factors
Factor V
Protein S
Factor XI
Mitogenic factors
Platelet-derived growth factor
Transforming growth factor-B
Endothelial cell growth factor
Epidermal growth factor
Insulin-like growth factor 1
Angiogenic factors
Vascular endothelial growth factor
Platelet factor 4 (inhibitor)
Fibrinolytic inhibitors
dy-Plasmin inhibitor
Plasminogen activator inhibitor-1
Albumin
Immunoglobulins
Granule membrane-specific proteins
P-selectin (CD62P)
CD63 (LAMP-3)
GMP 33

ADP

ATP

Calcium

Serotonin

Pyrophosphate

GDP

Magnesium

Other secreted or released proteins
Protease nexin I

Gas6

Amyloid B-protein precursor (protease nexin II)
Tissue factor pathway inhibitor
Factor XIII

oy-Protease inhibitor
Complement | inhibitor

High molecular weight kininogen
ax-Macroglobulin

Vascular permeability factor
Interleukin-1§

Histidine-rich glycoprotein
Chemokines

MIP-la (CCL3)

RANTES (CCL5)

MCP-3 (CCL7)

Gro-o (CXCL1)

Platelet factor 4 (CXCL4)
ENA-78 (CXCL5)

NAP-2 (CXCL7)

Interleukin-8 (CXCLS)

TARC (CCL17)

Figure 17. Contenu des granules spécifiques aux plaquettes. Les abréviations ont été
définies dans la liste des abréviations (Smyth et al., 2009).

1.3.2.3 L’agrégation plaquettaire

Bien que la sécrétion ne soit pas nécessaire a I’agrégation, la dégranulation permet, par
I’amplification du signal d’activation (ADP et TxA;), de déclencher I’agrégation
irréversible. Le principal médiateur de I’agrégation plaquettaire est 1’intégrine olIIbp3, un
hétérodimére transmembranaire dont la formation est engendrée par D’activation des
plaquettes. Une fois activé, ce complexe lie le fibrinogéne et permet les interactions entre

plaquettes, soit la formation du thrombus (Kamath et al., 2001).

In vitro, ces interactions entre plaquettes, ou agrégation, peuvent étre suivie par 1’utilisation
du principe de turbidimétrie (BORN, 1962). Lors de ’agrégation plaquettaire, le nombre de
particules diminue causant ainsi une augmentation de la transmission du rayon lumineux
(Figure 18). De la sorte, en utilisant un agrégométre, on peut suivre en direct la formation

du caillot et obtenir un pourcentage d’agrégation maximal reflétant la force de I’agoniste
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utilisé. Cet appareil compare donc la différence d’absorbance d’une suspension plaquettaire
a celle d’une solution de référence, le tampon de réaction puisque les plaquettes sont lavées

(fibrinogéne nécessaire a I’agrégation présent dans les granules o).

Figure 18. Changements de la turbidimétrie d’une suspension plaquettaire suivant
Pajout d’un activateur. Le déclenchement de [’activation des plaquettes quiescentes
lavées (a) mene a la formation d’agrégat (b), ce qui permet une diminution de la densité des
particules en suspension.

Lors de I’étude de la fonction plaquettaire, le choix de I’activateur est crucial. En effet, bien
qu’il existe plusieurs molécules causant I’activation des plaquettes, ils sont tous caractérisés
par une force d’activation (agrégation maximale) qui leur est propre. Par exemple, la
thrombine (signalisation basée sur la phospholipase C) représente un des agonistes les plus
puissants, alors que I’ADP (signalisation basée sur la phospholipase Aj) est considéré
comme un agoniste faible. Le collagéne, constituant de la matrice extracellulaire, est
également caractérisé par une forte activation basée a la fois sur la PLC et la PLA;. Comme
il existe plusieurs types de collagéne avec différente affinité pour leurs récepteurs, la
réponse des plaquettes au collagéne est dépendante de sa provenance. Comme mentionné
précédemment, tant le processus de sécrétion que celui de 1’agrégation découlent tous deux

d’une réorganisation du cytosquelette des plaquettes.
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1.3.2.4 La réorganisation du cytosquelette
L’un des premiers événements tangibles conséquents de 1’activation est le changement de

forme radicale que subissent les plaquettes. En fait, les plaquettes de forme discoide a 1’état
quiescent deviennent tout d’abord de forme sphérique puis étendent rapidement plusieurs
filopodes (Hartwig, 2006). Bien que 1’anneau interne sous-membranaire de microtubules
soit au cceur du maintien de la forme discoide, c’est la réorganisation des microfilaments
qui est I’origine de la formation de ces extensions cellulaire permettant 1’étalement des

plaquettes (Figure 19).

Ac Ct Superposition

a-actinine

a-actinine

Tubuline

Figure 19. Changements morphologiques typiques du cytosquelette plaquettaire a la
suite de I’activation. Des plaquettes quiescentes (a a c) ou activées au collagéne (d a i) ont
¢té fixées au paraformaldéhyde. Les plaquettes ont par la suite été colorées par
immunofluorescence avec les anticorps ciblés (Ac): I’a-actinine, une protéine associée au
réseau d’actine, et la tubuline. Les cellules ont également été contre-coloréés (Ct) avec le
WGA (colore les phospholipides) chez les plaquettes quiescentes et la phalloidine (colore
les microfilaments) chez les plaquettes activées. Une superposition du signal détecté avec
I’anticorps spécifique et de la contre-coloration est présentée.

L’actine est la protéine plaquettaire la plus abondante, soit prés de 30 % du contenu
protéique total (Harris & Weeds, 1978). L’actine est retrouvée dans la cellule sous deux
formes : les monomeres d’actine globulaire (G-actine) ou I’actine polymérisée en filament

(F-actine). Dans les plaquettes quiescentes, ces filaments (30 & 40 %) sont dans un équilibre

dynamique avec les monomeres, leur dépolymérisation est donc équivalente a leur
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polymérisation. Par contre dans les premiers moments suivant 1’activation, cet équilibre est
dramatiquement modifié permettant ainsi un réarrangement du réseau en deux phases : la
dépolymérisation et I’assemblage progressif des microfilaments restructurés qui totaliseront
prés de 70 % de I’actine cellulaire (Fox, 1993). Briévement, I’inactivation de 1’adducine,
par la phosphorylation de la protéine kinase C ou la liaison de la calcium-calmoduline avec
le calcium, permet de libérer le cytosquelette membranaire et de permettre son
recueillement au centre de la plaquette. Par la suite, I’élévation du taux de calcium
cytoplasmique active également la gelsoline et la cofiline; des protéines qui coopérent afin
de fragmenter les microfilaments. L’assemblage du réseau d’actine est initié par la
rencontre de ces fragments avec le complexe protéique Arp 2/3 activé. Ce complexe lie les
fragments prés de leur extrémité et initie la formation d’un second filament; un processus
exponentiel qui se concrétise par une interaction finale de pres de 80 % de la quantité totale

de ce complexe (Hartwig, 2006).

Cette restructuration du cytosquelette et plus particulierement du réseau d’actine permet a
la fois de former P’appareil contractile nécessaire a la sécrétion des différents types de
granule plaquettaire (Flaumenhaft et al., 2005), mais également de former un important
réseau de raccordement de plusieurs protéines impliquées dans différents processus
cellulaires (Fox, 1993). En effet, plusieurs protéines se déplacent au réseau d’actine lors de
I’activation plaquettaire, et la liste de ces différents'partenaires est en constante progression

(Tableau 3).
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Protéines interagissant avec le réseau d’actine
Filamine HSP90a Protéine C-terminal du domaine LIM
Vinculine GPIIb/I11a Fibrinogéne a /B/y
ABP CapZ- a Chaine lourde de myosine
Gelsoline Arc 34 Chaine légére de myosine
Cofiline Tropomyosine Protéine semblable & la coronine
Arp3 Cortactine Protéine de 78 kDa régulé par le glucose
Caldesmone SM22a. (homologue) Tyrosine kinase pp60°°"™
a-actinine | Fascine VASP

Tableau 3. Identification de certaines protéines en liaison avec le réseau d’actine lors
de Pactivation plaquettaire. La liste présentée n’est aucunement exhaustive, mais
présentée a titre d’exemple. Les abréviations ont été définies dans la liste des abréviations
(Gevaert, Eggermont, Demol, & Vandekerckhove, 2000) (Bertagnolli & Beckerle, 1993).

Ces protéines se déplacent au cytosquelette pour moduler les propriétés de ce réseau ou
pour €tre transportées vers leur localisation respective. Tandis que certaines protéines et

ARN vont se retrouver au cytosquelette afin de prendre part & des processus cellulaires

localisés, telle la traduction (Fox, 1993).

1.3.2.5 L’initiation de la traduction
Lors de I’activation, les ARNm sont transférés au cytosquelette qui sert chez les plaquettes

de support alternatif a la synthése protéique. De ce fait, plusieurs protéines nécessaires a la
traduction sont également rapidement transportées vers le cytosquelette, par exemple elF-
4E. Ce facteur d’initiation, comme son nom [’indique, permet la liaison entre I’ARNm et
les ribosomes. Dans les plaquettes quiescentes, elF-4E interagit avec son répresseur
protéique 4E-BP1, alors que la phosphorylation de ce dernier lors de la cascade d’activation
permet de favoriser I’interaction du facteur d’initiation aux ARNm (Lindemann & Gawaz,
2007). '

Par ailleurs, les ribosomes plaquettaires sont également retrouvés, suivant un protocole de
fractionnement cellulaire, dans la fraction contenant le cytosquelette (Weyrich et al., 2004).
Plusieurs groupes de recherches se sont intéressés a ce phénoméne de proximité d’une
partie des polyribosomes et du cytosquelette de différentes cellules. L’utilisation de la
microscopie éle.ctronjque a permis de mettre en évidence que les polyribosomes

interagissaient spécifiquement avec les microfilaments (Figure 20) (Hesketh & Pryme,
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1991). Comme le réseau d’actine représente 1’élément principal du cytosquelette
plaquettaire, il serait fort probable que cette spécificité soit également présente dans ces
cellules. En effet, I’utilisation chez les plaquettes de la cytochalasine D, un agent favorisant
la dépolymérisation des microfilaments, entraine une sévére diminution de la synthése

protéique (Lindemann & Gawaz, 2007).

Figure 20. Association spécifique des polyribosomes du cytosquelette au réseau
d’actine cellulaire. L’analyse des images de microscopie électronique de cellule de la
lentille de I’ceil permet de mettre en évidence que le réseau d’actine (A, fleche) est en
contact étroit avec les polyribosomes (points noirs), au méme titre que le réticulum
endoplasmique rugueux (RER). Alors que ces polyribosomes sont absents des autres
constituants du cytosquelette (IF) (Ramaekers et al., 1983).
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1.4 La justification de I’étude
A la lecture des précédentes sections, les plaquettes représentent un modele cellulaire

unique en soi pour 1’étude de la spécialisation du cytosquelette et plus particuliérement du
réseau d’actine. Un processus séveérement affecté chez les individus avec le syndrome du X
fragile, ou la présence d’épines dendritiques immatures est flagrante. Bien que les études
suggérant de nouvelles fonctions & FMRP se succédent, leur importance relative se doit
d’étre étudiée afin de statuer irrévocablement sur ’impact de I’absence de cette protéine

dans les neurones.

Comme FMRP semble étre impliqué au niveau de la traduction localisée, sa présence dans
les plaquettes sanguines, un modele de faible synthése protéique a I’état quiescent, pourrait
étre remise en question. Néanmoins, la présence de FMRP dans des extraits protéiques
plaquettaires a récemment été confirmée (Lauziere et al., 2012). De plus, contrairement a la
majorité des autres cellules et tissus étudiés a ce jour, il a ét€ mis en évidence que dans les
plaquettes circulantes, FMRP n’est pas constitutivement associée a des particules de haut
poids moléculaire, comme les polyribosomes, mais est plutdt récupérée dans la fraction

soluble des plaquettes (Figure 21).

NIH 3T3 o Platelets
p2 P16 P100 P237 FS P2 P16 P100 P237 FS

FMRP

Figure 21. Présence de FMRP dans la fraction soluble des plaquettes sanguines. Les
extraits protéiques de fibroblaste de souris (NIH 3T3) et de plaquettes (platelets) ont été
centrifugés a différentes vitesses afin d’obtenir quatre culots : le P2 (2 400 g), le P16 (16
000 g), le P100 (100 000 g) et le P237 (237 000 g), ainsi qu’un surnageant final (FS). La
présence de FMRP dans chacune des fractions a ensuite été révélée par immunobuvardages
avec I’anticorps 1C3 (Lauziere et al., 2012).

1.4.1 Les objectifs de recherche
Les précédents résultats obtenus dans notre laboratoire montrent que FMRP a une

distribution cellulaire inhabituelle dans les plaquettes quiescentes (Lauziere et al., 2012).
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Comme la fonction physiologique de ces cellules, c’est-a-dire leur rdle crucial dans
I’hémostase primaire, n’a lieu que suivant leur activation en réponse a une bréche des
vaisseaux sanguins; ce dernier processus pourrait avoir un impact important sur la
localisation subcellulaire de FMRP. Une des approches les plus répandues pour mesurer
cette activation est la mesure de 1’agrégation des plaquettes. Grice a 1’acquisition d’un
agrégometre a 8 canaux, un appareil rendant possible cette mesure de la turbidimétrie, nous
pouvions donc mesurer de fagon simultanée 1’agrégation plaquettaire sous plusieurs
conditions. Les agrégations ont été effectuées avec des plaquettes lavées afin d’éliminer la
contamination de nos analyses protéiques subséquentes paf les trés abondantes protéines
sériques (85 pg/pl). Par la suite, le comportement de FMRP subséquemment a I’activation
plaquettaire a été étudié par Iutilisation de différentes approches biochimiques et
biophysiques telles que les centrifugations différentielles et sur gradients de sucroses, la

microscopie par immunofluorescence et la microscopie électronique.

Chez les plaquettes, plusieurs protéines impliquées dans 1’activation sont relocalisées au
réseau du cytosquelette afin de participer au bon déroulement de la spécialisation cellulaire.
Nous croyons donc que FMRP, une protéine. qui semble impliquée dans la synthése
protéique, sera en étroite relation avec le cytosquelette plaquettaire. Dans le but de valider
cette hypothése, nous avons utilisé un protocole largement reconnu qui permet d’isoler
spécifiquement le cytosquelette des plaquettes activées (Fox & Phillips, 1983). Nous avons
également utilisé différents agents modulateurs de la réorganisation du cytosquelette lors de
Pactivation, afin de caractériser les répercussions sur le comportement de FMRP : le
nocodazole, le taxol, la cytochalasine D et la jasplakinolide, qui permettent respectivement
de diminuer ou d’augmenter la polymérisation des filaments de tubuline et de diminuer ou
d’augmenter la polymérisation des filaments d’actine. Etant donné que FMRP pourrait
participer au processus de traduction plaquettaire localisé au cytosquelette (absence du
réticulum endoplasmique rugueux dans les plaquettes), il sera également question de
vérifier une possible interaction entre FMRP et les polyribosomes accrochés au

cytosquelette suivant I’activation plaquettaire.
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Bref, il s’agit en fait d’étudier globalement les impacts de 1’activation plaquettaire sur la
protéine d’intérét, FMRP; et ce, afin de poser les premieres bases de la compréhension de la

fonction de FMRP dans les plaquettes, qui pourront ensuite étre transposées aux neurones.



2. CHAPITRE 2 : ARTICLE SCIENTIFIQUE

2.1 L’avant-propes

Titre de Particle : Microfilament-dependent cytoskeletal translocation of the fragile X

mental retardation protein (FMRP) upon platelet aggregation

Auteurs de Particle : Alexandre J. Meunier; Lucien Junior Bergeron; Clémence Guiraut;

Karolyn Forget; Véronique Lauziére; Frangois Corbin

Titre du journal : Journal of Cellular Physiology

Statut de Particle : Soumis

Avant-propos : Bien que la premiére observation du déplacement de FMRP lors de
I’activation plaquettaire ait été effectuée par Véronique Lauziére, 1’article scientifique
contenu dans ce chapitre présente les résultats de mon projet de recherche. J’ai
personnellement mis au point et optimis€ les différents protocoles nécessaires, pour ensuite
exécuter la partie expérimentale. A ’exception du buvardage de type Western de ’actine a
la figure 3 (c et d), qui a été réalisé par Clémence Guiraut. J’ai pleinement contribué a la
rédaction de cet article en écrivant la premiére version du manuscrit, de méme qu’en

participant avec mon directeur de recherche, Francois Corbin, a sa révision.
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2.2 Le résumé en francais
Les plaquettes sont de petites cellules anucléées dédiées a la formation d’un clou

plaquettaire suivant I’activation par 1’agoniste correspondant. Au cours de leur activation,
de nombreux changements morphologiques, la sécrétion, ainsi -que I’agrégation se
produisent et sont tous dépendants de la réorganisation du cytosquelette des plaquettes. La
« fragile X mental retardation protein » (FMRP), une protéine influencant la plasticité
synaptique de par son rdle dans la réguiation de la traduction, est également détectable dans
la fraction soluble des plaquettes. La présente étude analyse les impacts possibles de
I’activation plaquettaire et de la réorganisation du cytosquelette sur la distribution
subcellulaire de FMRP. Nous montrons un déplacement de la protéine FMRP de la fraction
soluble obtenue a la suite d’une lyse avec un détergent dans les plaquettes circulantes a la
fraction enrichie de cytosquelette des plaquettes agrégées. Comme il a été montré dans
d’autres cellules, la force ionique affecte la sédimentation de FMRP dans cette fraction qui
contient également les composantes des polyribosomes. Cette redistribution de FMRP est
incontestablement proportionnelle au pourcentage d’agrégation et indépendante de la voie
biologique d’activation déclenchée par [lutilisation d’agoniste. Des expériences
supplémentaires utilisant des modulateurs de la polymérisation des microfilaments (comme
la cytochalasine [-] et la jasplakinolide [+]) ou des microtubules (comme le nocodazole [-]
ou le taxol [+]) suggerent une relation étroite entre FMRP et la dynamique de la
polymeérisation du réseau d’actine. En résumé, ce rapport propose les plaquettes en tant que
modele d’induction du déplacement de FMRP, un modéle qui pourrait étre utilisé pour
renforcer notre compréhension de la maturation des épines dendritiques, de la
réorganisation du cytosquelette et des effets de FMRP sur la synthése protéique suivant

’activation par les neurotransmetteurs.
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2.3 L’article

2.3.1 Abstract

Platelets are small anucleated cells dedicated to the formation of a haemostatic plug upon
activation by a proper agonist. During their activation, morphological changes, secretion
and aggregation phenomena occur, which are dependent on cytoskeleton reorganization.
The fragile X mental retardation protein (FMRP), a protein influencing synaptic plasticity
through its role in regulating translation, ié also detectable in the soluble fraction of these
cells. The present study investigated whether platelet activation and cytoskeleton
reorganization affect subcellular distribution of FMRP. We show the translocation of
FMRP from the detergent-soluble fraction in circulating platelets to the cytoskeleton-
enriched fraction in aggregated platelets. As shown in other cells, the ionic strength affects
the sedimentation of FMRP to this fraction that also includes polyribosomes components.
This redistribution of FMRP is undoubtedly proportional to the percentage of aggregation
and unrelated to the biological activation pathway triggered by the used agonist. Additional
experiments using modulators of microfilament (such as Cytochalsin [-] and Jasplakinolide
[+]) or microtubule (Nocodazole [-] and Taxol [+]) polymerization suggest a close
relationship between FMRP and actin polymerization dynamics. In summary, fhis report
proposes platelets as an inducible FMRP translocation model, which could be used to
strengthen our comprehension of spine maturation, cytoskeletal organization and FMRP’s

effect on protein synthesis upon neurotransmitter activation.
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2.3.2 Introduction
Circulating human platelets are small anucleated megakaryocyte-derived having an

essential role in primary haemostasis (Clemetson, 2011). In fact, when platelets are in close
contact with damaged blood vessels, they become activated which will ultimately lead to
clot formation. Their activation also triggers various signalling pathways leading to many
intracellular processes including granule secretion, aggregation, pseudopodal formations,
shape changes, RNA metabolism and protein synthesis (Broos et al., 2011). Cytoskeletal
reorganization is one of the earliest manifestation and an essential step for the majority of
processes occurring during platelet activation (Hartwig, 1992; White, 1984). This is true
even for translation where the actin-based cytoskeletal core serves as an endoplasmic

reticulum-alternative template for protein synthesis (Weyrich et al., 2004).

Fragile X syndrome is the most common form of genetically inherited intellectual disability
and results from the expansion of CGG repeats in the FMR1 gene which, together with its
methylation, leads to the absence of the corresponding protein: Fragile X mental retardation
protein (FMRP) (Pieretti et al., 1991).. FMRP, a protein shoWing sequence motifs that
characterize RNA-binding proteins (KH domains and an RGG box), associates with
polyribosomes (Corbin et al., 1997; Khandjian et al., 2004) and regulates the translation of
certain mRNAs which are important for synaptic plasticity and neuronal maturation
(Penagarikano et al., 2007). Moreover, additional implications have been proposed such as
an involvement in the microRNA pathway (Cheever and Ceman, 2009), a mediation of
mRNA trafficking (Kao et al., 2010) or a role in the modulation of actin dynamics (Castets
et al., 2005).

Overall, the precise function of FMRP remains uncertain, whereas these results suggest that
its functions are not restricted to its RNA-binding properties. Further studies using novel as
well as simpler human biological systems will consolidate FMRP comprehension.
Recently, we showed the presence of FMRP in a soluble form within resting blood
platelets, which are characterized by low rates of translation (Lauziere et al., 2012; Lessard

et al., 2011). This contrast to most other cells and tissues studied where this protein was
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rather found in the polyribosomal fraction (Corbin et al., 1997). In this report, we
demonstrate that FMRP, although completely detergent-soluble in circulating platelets,
mostly associates with the Triton-insoluble core material upon platelet activation. This
interaction of FMRP with proteins of the cytoskeletal network is dependent on platelet
aggregation and seems to be related to microfilament dynamics. Our findings suggest a

functional role for the association of FMRP with the cytoskeleton in platelet physiology.
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2.3.3 Materials and methods

2.3.3.1 Cellular extract preparation

Platelets were isolated from healthy adult volunteers and washed as previously
described(Lauziere et al.). They (1 x 109 platelets/ml) were then either left quiescent or
activated with agonists (100 uM ADP (Calbiochem), 2 uM A23187 (Sigma-Aldrich), 2.5
pg/mL collagen (Chrono-Log) or 1 unit/mL thrombin (Calbiochem)) for 10 minutes.
Aggregation was monitored using an 8-channel aggregometer (PAP-8E). In some
experiments, platelets were stimulated in the presence of 5 mM EDTA or in the absence of
stirring. In other experiments, platelets were preincubated for 4 minutes with cytoskeleton
polymerization modulators such as 10 uM nocodazole (Sigma-Aldrich), 25 puM taxol
(Calbiochem), 5 uM cytochalasin D (Calbiochem) or 5 pM jasplakinolide (Invitrogen)
before adding the agonist.

Platelets were lysed as described by Fox et al. (Fox and Phillips, 1983). Briefly, platelets
were rapidly placed on ice and lysed following the addition of an equal volume of a buffer
containing 2 % Triton X-100, 100 mM Tris-HCI pH 7.4 and 10 mM EGTA and where
indicated 1 M KCl or 200 pug/mL RNAse A (USB) were added.

For sucrose density ultracentrifugation, resting and activated platelets were centrifuged at
750 g for 15 minutes. Since the composition of platelets is quite different from other cells
due to their complex cytoskeleton; we thus performed a protocol that has been adapted for
platelets (Lindemann et al., 2001). Pellets were resuspended in 750 pl of low-salt buffer (20
mM Tris-HCl1 pH 9.0, 10 mM NaCl, 3 mM MgCl2, 1 mM DTT and 50 U/ml RNAsin) and
kept for 10 minutes at room temperature. Thereafter, platelets were lysed with 250 ul of
high-salt buffer (20 mM Tris-HCl pH 9.0, 520 mM KCl, 30 mM MgCl2, 0,5 % NP-40
(Nonidet P-40), 200 mM sucrose, ] mM DTT and 50U/ml RNAsin). The two buffers were
supplemented with an inhibitory cocktail (100 mM NaF, 10 pg/ml aprotinin, 10 pg/ml
leupeptin, 1 mM PMSF, 1 mM AEBSF and 2 mM DFP) to avoid FMRP degradation.
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2.3.3.2 Subcellular fractionation
Differential centrifugations were performed as previously described with minor

modifications (Lauziere et al.). Briefly, resting or activated platelet lysates were
sequentially centrifuged to obtain three pellets: P2 (2,400 g for 5 min), P16 (16,000 g for 15
min) and P100 (100,000 g for 60 min) as well as a final supernatant (FS). In some
experiments, soluble and cytoskeletal materials were separated following a single

centrifugation at 16,000 g for 15 min (P16) (Wang et al., 2008).

Sucrose density ultracentrifugations were performed on whole platelet lysates loaded onto
15-45 % (w/w) linear sucrose gradients and centrifuged in a Beckman SW41-Ti rotor at
247,000 g for 2 hours at 4°C. Sucrose gradients were then hand-fractionated and pellets

were also recovered.

2.3.3.3 Proteins and RNA studies
Proteins from samples were denatured in SDS as described previously (Corbin et al., 1997).

Immunoblot analyses were performed using the relevant primary antibody: anti-FMRP
(clone 1C3, Chemicon), anti-FXR2P (clone A42, Sigma-Aldrich), anti-a-actinin (clone
AT6.172, Chemicon) or anti-actin (clone AC-15, Sigma-Aldrich). Fluorescence-labelled
(IR800 or AlexaFluor 680, LI-COR) secondary antibodies were used afterwards. Bands
were visualized and their intensity was measured using the Odyssey software and the LiCor
infrared imager. Relative shifts were calculated using the ratio of cytoskeletal FMRP on

total amount of FMRP.

RNA was extracted from pellets as recommended by the manufacturer with TRIzol reagent
(Invitrogen), while using phenol/chloroform for FS and gradient fractions. cDNA synthesis
was carried out using random hexamer primers. PCR for P-selectin cDNA were performed
using Pfu DNA polymerase enzyme, 5’-ACCAACGAGGCTGAGAACTG-3" as the
forward primer and 5’-GGAAGCTGCACTGCGAGTTA-3’ as the reverse primer. For 18S
rRNA PCR, 5’-GTAACCCGTTGAACCCCATT-3" was used as a forward primer and 5’-
CCATCCAATCGGTAGTAGCG-3’ as a reverse primer. Amplified DNA was separated
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through a 1 % agarose gel and bands were visualized using a high-performance UV

transilluminator (DIGI DOC-IT System, UVP) following ethidium bromide coloration.

2.3.3.4 Immunofluorescence studies
Washed platelets were resuspended in HBSS, supplemented with 200nM PGE]1 for resting

platelets, and left 30 minutes at room temperature. Resting blood platelets were fixed with
1 % paraformaldehyde (PFA, Electron Microscopy Sciences) and layered on poly-L-lysine
coated cover slips. For activation experiments, 1 mM CaCl2 and | mM MgCl2 were added
to the platelet suspension prior to stimulation with 2.5 pg/ml collagen. Thereafter, platelets
were allowed to spread on the cover slip for 30 minutes and then fixed with 1 % PFA. PFA-
fixed platelets were sequentially permeabilized with 0.05 % tween 20, 1 % saponin and 0.1
% triton X-100. Immunofluorescence was performed, following milk-BSA blocking, with
1C3 antibodies. Samples were simultaneously stained with fluorescent wheat germ
agglutinin (WGA) to label plasma membranes or phalloidin-FITC (FITC) to reveal actin-

based microfilaments.
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2.3.4 Results

2.3.4.1 FMRP subcellular localization is modified following platelet activation

One particular and important aspect of blood platelets is their ability to modify their
morphology and to trigger many biochemical processes following their stimulation by a
proper activator leading to the formation of a haemostatic plug. In order to assess whether
platelet activation affects the subcellular localization of FMRP, we performed differential
centrifugations specially designed for platelet cytoskeleton extraction. Microfilaments,”
microtubules and proteins interacting with these cytoskeletal structures (such as a-actinin)
can be sedimented at a low speed (2,400 g, P2) corresponding to the cytoskeletal fraction.
Whereas filaments that are linked to plasma membrane glycoproteins or polyribosomes
require higher g-forces to be sedimented (100,000 g, P100) and represent the fraction of
membrane-associated filaments. These two fractions were split up by centrifugation at

16,000 g (mitochondrial fraction, P16). A final supernatant (FS) was also obtained.

As reported recently (Lauziere et al.), FMRP was almost entirely found in the soluble
fraction (FS) of resting platelets (Fig. 1A). A similar result was obtained for its paralog,
FXR2P. Actin and a-actinin, an actin-binding protein, are evenly distributed between the
membrane-bound and cytoskeleton-bound fractions. However, following platelet activation
with collagen (~50% of aggregation), cytoskeletal reorganization occurs and the latter
proteins were mainly recovered in the cytoskeletal fraction (P2, Fig. 1A). Astonishingly,
95% of FMRP and FXR2P were also redistributed to this fraction and were still absent
from the polyribosomal fraction (P100). Remaining FMRP and FXR2P signals were still
detected in the FS fraction (Fig. 1A).
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Figure 22. FMRP mostly shift to the cytoskeletal fraction upon platelet activation. A)
Platelets (9 x 108) were either left quiescent, activated solely with 2.5 ug/ml collagen or
together with 500 mM KCI or 100 ug/mL RNAse A. Differential centrifugations were
performed in order to obtain three pellets: P2 (2,400 g for 5 min), P16 (16,000 g for 15
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min), P100 (100,000 g for 90 min) and a final supernatant (FS). Proteins were separated by
SDS-Polyacrylamide gel electrophoresis and Western blot analyses were performed to
reveal the presence of FMRP, FXR2, a-actinin and actin. RT-PCR for P-selectin, a platelet-
specific mRNA, was carried out for each fraction. B) Resting or activated platelets were
resuspended in a low-salt buffer and lysed with a high-salt buffer. Total platelet extracts
were layered on a 15-45 % (w/w) linear sucrose gradient and centrifuged at 247,000 g for 2
hours at 4°C. Following centrifugation, sucrose gradients were hand-fractionated and
pellets were also recovered. The 20 fractions obtained were tested for the presence of
FMRP by Western blot. Top and bottom of the gradient are indicated, as well as the pellet
fraction. C) Resting or activated blood platelets were fixed with 1 % PFA and
immunofluorescence was carried out using an anti-FMRP antibody (left panel). Samples
were simultaneously stained with fluorescent wheat germ agglutinin (WGA) to label
plasma membrane or phalloidin-FITC (FITC) to reveal the actin-based microfilaments
(center panel). Typical fluorescence signals were merged in the right panel. Specificity of
the staining was confirmed by an absence of signal when platelets were incubated with an
isotype antibody control or with a secondary antibody only (data not shown).

2.3.4.2 FMRP and polyribosomes in activated platelets

FMRP is an RNA-binding protein that was shown to associate with 150 to 500S
polyribosomes in all tissue culture and cell lines studied so far (Corbin et al., 1997; Feng et
al., 1997; Khandjian et al., 2004) with the exception of circulating platelets (Lauziere et al.,
2012). It is well-known that platelet activation triggers several mechanisms including
protein synthesis (Majek et al., 2010). Since platelet polyribosomes are mostly found
associated with the cytoskeleton, this may explain the redistribution of FMRP to P2
(Weyrich et al., 2004). Polyribosomes are scarce in platelets (Kieffer et al., 1987) and
consequently, clear polyribosomes UV profile as well as ribosomal proteins could not be
detected (Lauziere et al., 2012). Nevertheless, other strategies were performed to determine
the subcellular distribution of polyribosomes components. RT-PCR of the platelet-specific
P-selectin mRNA and 18S rRNA were performed in order to determine the subcellular
distribution of mRNAs and the ribosome small subunit in these different conditions. In
resting platelets, mRNAs and ribosomes were mainly detected in P2 and P100 fractions
(Fig. 1A, lower panels). Following platelet activation, the translational machinery and its
mRNAs were also enriched in P2 while also being detectable in P16. As expected, 0,5 M
KCl treatment had no effect on their distribution (Fig. 1A, lower panels). Similar results
were obtained using GPIlla mRNA RT-PCR (data not shown). Likewise, RNAse addition
and high-KCl conditions are two classic known treatments that release FMRP from

polyribosomes structures (Corbin et al., 1997). As shown in Figure 1A-B, KCI but not
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RNAse A was able to release FMRP from its association complex in P2. Similar results
were obtained for FXR2P, a-actinin and actin. Classic polyribosomes preparations were
also performed using 15-45% (w/w) linear sucrose gradients in platelets left quiescent or
stimulated with collagen. In resting platelets, as previously described (Lauziere et al.,
2012), FMRP was recovered at the top of the gradient confirming its non-association with
polyribosomes (Fig. 1B). In activated platelets, FMRP was recovered mainly in both top
and in the'pellet corresponding respectively to FS and P2 fractions (Fig. 1B). Interestingly,
a significant proportion of FMRP was also detected in fractions 11 to 17 which correspond
to 150S to 5008 polyribosomes fractions (Fig. 1B). These results suggest that FMRP might

shift to the P2 fraction while being associated with polyribosomes.

2.3.4.3 FMRP localized to the actin network core
In order to further investigate the subcellular localization of FMRP, we undertook indirect

immunofluorescence assays in resting and activated platelets. Resting platelets were
counterstained with wheat germ agglutinin (WGA) which has a high affinity for plasma
membrane glycoproteins allowing a clear visualization of this structure. FMRP in resting
PFA-fixed platelets showed a diffuse cytoplasmic signal within the delimitation of WGA.
(Fig. 1C, upper panels).

Following their activation with collagen, platelets were allowed to spread on cover slips
and reached 3-5 times their initial size facilitating the identification of intracellular
structures. These platelets were simultaneously counterstained with phalloidin-FITC which
highlights actin-based filaments. Phalloidin-FITC showed a star-shaped signal where the
intensity increased toward the center of the cell, which corresponds to the cytoskeletal core
(Fig. 1C, lower panels). Similar results were obtained with a-actinin (data not shown). In
activated platelets, FMRP had a granular aspect localized close to the center of the cell
(Fig. 1C, lower panels). Moreover, when looking at several actin-immunostained platelet
pictures, we saw a tendency for FMRP to overflow from a specific cytoskeletal component,
the actin network. FMRP remained cytoplasmic and wasn’t secreted like PF4, a control for

platelet granule secretion (data not shown).
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2.3.44 FMRP cytoskeleton redistribution is agonist-independent
To determine which mechanisms are involved in FMRP redistribution, several protocols

were designed. Firstly, platelets were activated with a multitude of agonists promoting
platelet aggregation by distinct signal pathways. FMRP’s cytoskeletal shifts following
platelet aggregation induced by ADP (adenosine diphosphate), A23187 (calcium
ionophore) and thrombin were therefore compared to the shift of FMRP obtained with
collagen (Fig. 2A). A single centrifugation at 16,000 g was selected to allow the separation
of the cytoskeletal fraction (P16) from the soluble fraction (FS) in each condition.
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Figure 23. FMRP’s shift is proportional to the extent of aggregation while being
independent of the activation pathway. A) Platelets (4.5 x108) were either left quiescent
or activated for 10 minutes with 100 uM ADP, 2 uM A23187 (A23), 2.5 pg/ml collagen
(Coll.) or 1 U/ml thrombin (Thr.). B) Schematic representation of the average platelet
aggregation compared to the FMRP shift level for each agonist: ADP (m), A23187 (¢),
collagen (A) and thrombin (e).The values were normalized with the shift of FMRP in
resting cells. C) Typical aggregation curve obtained upon collagen-induced activation of
platelets. The inset box shows the relative percentage of shift correlating with the
percentage of aggregation, which has been labelled directly along the curve. The star
indicates the 49 % platelet aggregation obtained after 7 minutes. D) Two conditions were
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used to inhibit aggregation occurring during platelet activation with collagen activation
which are activation in the presence of 5 mM of EDTA or without stirring. These results
were obtained from at least two sets of independent experiments.

In collagen-activated platelets, we observed a FMRP shift of 51 % (Fig. 2A). Similar
redistributions of FMRP were observed in each condition, being higher (59%) with the
most potent agonist (thrombin) and much lower (19%) with the weaker one (ADP) while
being moderate (39%) with the intermediate activator (A23187). Therefore, the shift is
independent of the activation pathway. However, since stronger agonists induced higher
aggregation percentages, we hypothesized a relationship between the shift of FMRP and the
extent of the aggregation. We accumulated aggregation and FMRP shift data from 11
independent experiments. A clear relationship between the extent of aggregation and
FMRP shift is observed, while still remaining independent of the agonist used (Fig. 2B).
After comparing all of these agonists, we selected collagen, a natural activator which gives

highly reproductive aggregation curves.

2.3.4.5 Platelet aggregation is the unique precursor of FMRP cytoskeleton shift
The aggregation-dependence of FMRP redistribution was characterized with a time-course

of collagen-induced platelet aggregation (Fig. 2C). The time-course was performed over a
7-minute time-frame, twice the time required to reach maximal aggregation. At different
" levels of aggregation, platelet aliquots were harvested and FMRP shift was calculated. As
depicted in Figure 2C, as aggregation progresses (transmittance decline), FMRP shift
increased. Furthermore, when the collagen-induced aggregation is maximal (49% for that
specific experiment), the shift of FMRP remained unchanged even when the time-course
was maintained for an additional 4 minutes. This result supports a relationship between the
percentage of aggregation and the FMRP shift and eliminates time-dependence, since a

longer exposure to the agonist did not enhance the shift.

Moreover, to clarify if FMRP shift relies on aggregation, platelets were activated with
collagen in conditions where aggregation was inhibited; i.e. in the presence of EDTA (5
mM) or without stirring (Figure 2D and Supplementary Fig. 1). In both conditions,
activation without aggregation was not sufficient to promote FMRP redistribution, this

confirms that aggregation is a pre-requisite for FMRP shift.
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Supplementary figure 24. Aggregation can be blocked by different conditions during
platelet activation. Platelets were normally activated with 2.5 pug/ml collagen for 10
minutes (mock) and with either 5 mM EDTA or without stirring. Aggregation was
monitored by a Chrono-Log® aggregometer and typical aggregation curves obtained are
represented.

2.3.4.6 FMRP shift is specifically affected by actin network dynamics
Large cellular structures exclusively sediment in P2 fraction. In the absence of a nucleus, it

is tempting to speculate that an interaction occurs between FMRP and the polymerized
cytoskeleton following platelet aggregation. Platelet cytoskeleton is further divided into

two major networks: microtubules and microfilaments (Cerecedo et al., 2002).

In order to determine if FMRP interacts with these structures, collagen-stimulated FMRP
shift to P2 was studied in the presence of different chemical agents which influence the
dynamic equilibrium of cytoskeletal components (polymerization and depolymerization
cycles). FMRP interaction with the microtubule network was first challenged by
preincubating platelets with either nocodazole, which rapidly binds microtubule subunits
(prevent repolymerization), taxol, a drug that binds microtubules, causing their stabilization
(promotes polymerization), or their vehicle, DMSO. In all of the tested conditions, we
ascertained that the extent of the aggregation was identical (5%). Our results showed that
FMRP shifts measured after platelet aggregation were similar in the presence of these drugs

or the vehicle (mock) (Fig. 3A-B).
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Figure 25. Cytoskeleton association of FMRP during activation seems to be related to
microfilament dynamics. Platelets were treated for 4 minutes with either (A) 10 uM
nocodazole, (B) 25 uM taxol, (C) 5 uM cytochalasin D, or (D) 5 uM jasplakinolide prior to
activation with 2.5 pg/ml collagen. Platelets were resuspended in lysis buffer and their
cellular components were separated following a centrifugation at 16,000 g. The obtained
fractions were tested by Western blot for the presence of FMRP, a-actinin (an actin-binding
protein), o -tubulin and actin. Shift of FMRP for each condition, normalized with a normal
activation (mock), is represented. Statistical analysis was performed and p-values of < 0.009
(*) and < 0.002 (**) were obtained. These results were obtained from at least five sets of
independent experiments and p-values are present in the graph.

Similar protocols were carried out for the microfilament network, where platelets were

preincubated with either cytochalasin D, a drug binding the barbed end of F-actin to avoid
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the addition of monomers (prevents repolymerization), jasplakinolide, which binds
microfilaments, causing their stabilization (promotes polymerization), or their vehicle,
DMSO. For similar levels of aggregation in each condition, modulation of microfilament
polymerization greatly affects the cytoskeletal shift of FMRP (Fig. 3C-D). Actually, in
conditions where actin network depolymerization was altered (cytochalasin D) the shift of
FMRP decreased by 40 % compared to the mock activation (Fig. 3C). Similar results were
obtained with cytochalasin B which has equivalent properties (Supplementary Fig. 2A).
Contrariwise, when microfilament polymerization was promoted (jasplakinolide) the
FMREP shift to P16 was further increased by 30% compared to the control (mock) (Fig. 3D).
Interestingly, a similar behaviour was observed for the actin-binding protein a-actinin (Fig,
3C-D, Supplementary Fig. 2A) and for the FMRP paralog FXR2P in all conditions tested
(Supplementary Fig. 3). However, in absence of platelet’s aggregation, none of these
cytoskeleton modulators solely affected FMRP’s sedimentation profile (Supplementary Fig.
2B-C).
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Supplementary figure 26. Cytoskeleton association of FMRP seems to be related to
microfilament dynamics while being dependent on activation. Platelets were treated for
4 minutes with either (A) 100 pM cytochalasin B (Calbiochem), (B) 25 pM taxol or (C) 5
uM jasplakinolide. Platelets were either left quiescent (B-C) or activated with 2.5 ng/ml
collagen (A). They were then resuspended in lysis buffer and their cellular components
were separated following a centrifugation at 16,000 g. The obtained fractions were tested
by Western blot for the presence of FMRP, a-actinin (an actin-binding protein), o -tubulin
and actin. Shift of FMRP for each condition, normalized with a normal activation (mock),
is represented. Statistical analysis was performed and p-values of < 0.002 (*) were obtained.
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Supplementary figure 27. Modulation of actin filament dynamics also affects the
cytoskeleton association of FXR2P during activation. Platelets were treated for 4
minutes with either 5 uM cytochalasin D, 100 uM cytochalasin B or 5 uM jasplakinolide
prior to activation with 2.5 pg/ml collagen. Platelets were resuspended in lysis buffer and
their cellular components were separated following a centrifugation at 16,000 g. The
obtained fractions were tested by Western blot for the presence of FXR2P and shift for each
condition, normalized with a normal activation (mock), are represented.
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2.3.5 Discussion
Platelets represent a fascinating biological system which plays an important role in

haemostasis and thrombosis upon activation, involving several important cellular processes.
The present study shows the shift of FMRP to the cytoskeletal fraction following platelet
stimulation, and thus, this protein should be involved in these activated processes. The
cytoskeleton, and particularly the microfilament network, is required for morphological
changes while serving as a scaffold for other important proteins and functions.
Consequently, similar shifts were also observed for proteins interacting with the
cytoskeleton, such as alpha-actinin and cortactin (Lopez et al., 2001), membrane
glycoproteins (GPIIb-Illa) (Bertagnolli and Beckerle, 1993), lipid metabolizing
enzymes(Fox et al., 1993) and protein-tyrosine kinases pp60c-src (Horvath et al., 1992).
For protein-tyrosine kinases pp60c-src, the analogy with FMRP behaviour extends to the
same proportionality and dependency to aggregation. However, even when aggregation is
maximized, a certain amount of FMRP remains in the soluble fraction. This could be
related to the heterogeneity of the platelet population where aggregation and translation
potentials are decreased in older ones (Weyrich et al., 2009). Consequently, the shift of
FMRP in these aged platelets would also be decreased. Therefore, further investigations
with specific subpopulations will be necessary to answer this important question.
Nevertheless, since FMRP levels are similar in resting and activated platelets, we believe
that the pool of FMRP moving to the cytoskeleton' does not come from de novo synthesis
during translation, unlike Bcl-3 and IL-1p (Weyrich et al., 2009), but would rather

represent an evolving role in activated platelets.

As previously described, the composition of platelets is quite different from other cells.
Upon activation, they develop a complex cytoskeleton network recovered in the P2
fraction. Therefore, FMRP may directly interact with components of the cytoskeleton upon
platelet aggregation. A hypothesis supported by our immunofluorescence studies showing
the topological localization of FMRP, overflowing from the actin core. Likewise, FMRP
was already shown to interact with several cytoskeleton-linked proteins such as Lgl, Ran-

BPM, myosin Va, KIF5, KIF3C and dynein heavy chain, although no consensus
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cytoskeleton-associated domain was identified (Bardoni et al., 2006; Davidovic et al.,
2007).

Platelet activation also triggers protein synthesis and an interaction was shown between
polyribosomal components (ribosomes, mRNAs) and the cytoskeleton (Weyrich and
Zimmerman, 2004). The detected presence of mRNA and ribosomal subunits in P2 of
quiescent as well as activated platelets subports these observations. Likewise, translational
factors such as eukaryotic initiation factor 4E (elF-4E), a protein involved in the
recruitment of ribosomes to the mRNA, was shown to redistribute to the cytoskeleton along
with mRNA (Lindemann et al., 2001). FMRP redistribution occurred also from the soluble,
barely detectable RNA, to the cytoskeleton fraction, massively populated by mRNA where
translational activity is likely to occur. During our experiments, a small amount of
polyribosomes was spontaneously released from the cytoskeleton and would explain the
detection of a small amount of FMRP in its classic sucrose gradient fractions corresponding
to 150—-500S (Corbin et al., 1997). Moreover, high ionic strength released FMRP from the
cytoskeleton-bound polyribosomes fraction similarly to that obtained from polyribosomes
in cultured cells. We therefore believe that FMRP might associate itself with cytoskeleton-
linked polyribosomes. These results would be compatible with the well-documented
association of FMRP with polyribosomes in many cells or tissues including the brain
(Davidovic et al., 2005). However, the interaction of FMRP with cytoskeleton-linked
polyribosomes was resistant to RNAse A treatment. Whether or not their structural
conformation was able to resist RNAse digestion remains an open question. FMRP
regulates translation of its mRNA targets, thus dynamic association of FMRP could
therefore be the initial step of an involvement in the regulation of platelet translation

(Bechara et al., 2009; Laggerbauer et al., 2001).

Blood platelets and neurons are extremely specialized cells sharing many similarities
including: a highly architectural cytoskeleton, storage and release of neurotransmitters,
expression of some transporters and neurotransmitter receptors, local translation that is
independent of the nucleus and undoubtedly the formation of cellular extensions (Casoli et

al., 2008). Dendritic spines, similarly to platelets, undergo cellular specialization upon the
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activation of neurotransmitter receptors; thus learning and experiences can influence
morphological changes and alter the functional connectivity between neurons (Hering and
Sheng, 2001). Presynaptic and postsynaptic terminals are actin-rich synaptic structures and
they are altered by drugs interfering with actin polymerization, thus actin is poised to play a

particularly important role in neuronal morphogenesis and connectivity (Luo, 2002).

Rho GTPases have been shown to play important roles in many aspects of neuronal
morphogenesis, notably: they control the formation, maturation and maintenance of
dendritic spines (Redmond and Ghosh, 2001). Actually, GTPases are key regulators of
actin cytoskeleton remodelling in many cell types studied so far, even platelets (Higashi et
al., 2008). Interestingly, CYFIP1, CYFIP2, NUFIP1 and 82-FIP, well-known partners of
FMRP, interact physically with Racl a small Rho GTPase (Castets et al., 2005) that also
play an important role in platelets (Pleines et al., 2009). Based on all these characteristics,

platelets represent an interesting model to study neuronal metabolic pathways.

In conclusion, although functional properties of FMRP have been extensively studied, its
precise mechanism of action and the pathways linking activation, protein synthesis and
cytoskeletal reorganization remain poorly understood and need further investigation. Our
data proposed platelets as an inducible FMRP translocation model, which could be used to
strengthen our comprehension of different events of neuronal morphology occurring during

the activation of neurotransmitter receptors.
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3. CHAPITRE 3 : DISCUSSION

L’inactivation du géne FMR1 méne, chez les individus avec le syndrome du X fragile, a
une dépréciation considérable des connexions neuronales, ainsi qu’a une importante
diminution de la plasticité synaptique. Alors qu’au fil des années plusieurs groupes de
recherches ont tenté de comprendre la fonction cellulaire de FMRP; les conséquences de

son absence au niveau de 1’organisation structurelle des cellules sont encore a élucider.

Dans le but de mieux comprendre I’importance de FMRP dans ce processus, nous avons
émis I’hypothése que I’étude d’un modéele cellulaire simple dont nous pouvions déclencher
la réorganisation et la spécialisation du cytosquelette pourrait nous révéler de nouvelles
informations. En fait, 1’activation plaquettaire pourrait s’avérer représenter un modele
d’étude de ’activation postsynaptique. En ce sens, 1’objectif de mes travaux de recherches
était donc d’étudier les conséquences de 1’activation des plaquettes sur le comportement de

FMRP et sa participation au processus de spécialisation cellulaire.

3.1 La localisation subcellulaire de FMRP

Puisque FMRP est une protéine quasi ubiquitaire, il n’est pas surprenant que sa présence ait
tout récemment été confirmée dans les plaquettes sanguines, et ce, dans notre laboratoire
(Lauziere et al., 2012). Bien que chez les individus avec le syndrome du X fragile, FMRP
soit également absente de leurs plaquettes, il n’y a a ce jour aucune documentation
concernant une prévalence plus élevée de thrombopathies chez ces personnes. Et ce, malgré
que leur niveau intraplaquettaire d’ AMPc soit sous les niveaux observés dans la population
générale (Berry-Kravis et al., 1995). Toutefois, ces dysfonctionnements plaquettaires sont
plutdt rares dans la population en général et passent souvent inapergus dans la majorité des
cas. De plus, I’inexistence de conséquence plaquettaire mesurable de 1’absence de FMRP
n’est pas synonyme d’inutilité cellulaire. En effet, plusieurs études ont avancé une certaine
redondance entre la fonction de FMRP et celles de ces paralogues FXR1 et FXR2; ce qui
pourrait expliquer ce phénomeéne (Bagni & Greenough, 2005).
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Alors que la présence de cette protéine pouvait étre attendu dans ces cellules, considérant le
caractére ubiquitaire de FMRP, I’inusité de la découverte concerne plutdt la localisation
subcellulaire de cette protéine. En effet, bien que FMRP soit habituellement retrouvée liée
aux polyribosomes, nous avons plutdt montré que cette protéine n’était pas
constitutivement associée a des particules de haut poids moléculaire dans les plaquettes
(Lauziere et al., 2012). Comme mentionné précédemmeht, FMRP avait toujours été
retrouvée associée a I’ARNm des polyribosomes dans tous les tissus ou types cellulaires
étudiés; les plaquettes représentent donc le premier modéle cellulaire ou ce comportement
inhabituel de FMRP est observé (Khandjian et al., 2004). Cela pourrait étre expliqué par le
faible niveau de traduction, et par conséquent de polyribosomes, dans les plaquettes
circulantes. Il est toutefois bien connu que 1’activation plaquettaire déclenche la synthese de
nombreuses protéines, induisant ainsi la formation d’un appareil de traduction efficace et le

recrutement des protéines régulatrices (Weyrich et al., 2009).

3.2 La redistribution de FMRP

En effet, I’activation est le déclencheur de plusieurs changements morphologiques et
biochimiques nécessaire a la formation et au maintien du caillot sanguin, tels le
changement de forme, I’extension de filopodes, la sécrétion de granule, la synthese
protéique, la réorganisation du cytosquelette, etc. FMRP semble également y prendre part,
puisque I’activation plaquettaire modifie radicalement le profil de sédimentation de FMRP.
En effet, FMRP est redistribuée de la fraction contenant le matériel cellulaire soluble a celle
contenant des particules de haut poids moléculaire. Une telle redistribution protéique a
souvent été rapportée, par exemple pour la caspase 3 et 9, ou elle impliquait une interaction
avec des protéines qui ont un coefficient de sédimentation élevé, le cytosquelette dans le
cas présent (Amor et al., 2006). Plusieurs autres protéines influengant la structure du
cytosquelette, principalement le réseau d’actine, se déplacent également dans cette fraction
lors de ’activation, comme la vinculine (Serrano & Devine, 2004), la cortactine (Lopez et
al., 2001), la HSP27 (Zhu, 1994) et le GPIIb-Illa (Bertagnolli & Beckerle, 1993). Des
déplacements semblables ont également été observés chez différentes protéines impliquées
dans plusieurs processus cellulaires, entre autres dans les voies de signalisation, comme
certaines tyrosines kinases (Kralisz & Cierniewski, 2000) et phospholipases (Banno et al.,
1996).
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Dans le but de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans le déplacement de
FMRP, diverses expériences ont été successivement réalisées et ont permis de mettre en
évidence que cette redistribution de FMRP n’est pas propre & une voie d’activation
particuliere. Concrétement, elle a été observée par lutilisation d’une vaste gamme
d’agonistes : le collagene, la thrombine, I’ADP, le PMA, le PAF, la TxA,, la thapsigargine,
et I’épinéphrine pour n’en nommer que quelques-uns. En fait, le méme phénomeéne est aussi
obtenu avec I’ionophore de calcium A23187. Puisque ce dernier est un activateur n’utilisant
pas de messagers seconds, on peut déduire que le déplacement de FMRP est indépendant de
la voie de signalisation et résulte plutdt d’un élément suivant I’augmentation du niveau
calcique intracellulaire (Rasheed & Saeed, 2004). En ce sens, il n’est pas surprenant de
remarquer que I’importance du déplécement de FMRP (%) est fortement corrélée a la force

de I’agoniste utilisé ou plutdt en fonction de I’agrégation maximale mesurée.

Etant donné cette corrélation avec 1’agrégation, cela pourrait €tre dii a un trappage passif
dans les agrégats plaquettaires, mais plusieurs raisons nous portent a croire qu’il n’en est
rien. Premiérement, une coloration au bleu de Coomasie de la migration d’échantillon
provenant d’une centrifugation différentielle montre que ce n’est pas I’ensemble des
protéines du méme poids moléculaire de FMRP qui se redistribue au cytosquelette.
Deuxieémement, ce déplacement est observé suivant 1’utilisation d’agoniste faible comme
I’ADP qui entraine la formation d’une faible quantité de minuscules agrégats qui sont
rapidement solubilisés par le tampon de lyse utilisé. Troisiémement, nous avons remarqué
grice a une cinétique de ce déplacement que la redistribution de FMRP était plus rapide
que 1’agrégation (résultats non présentés), et ce, méme s’il y est relié. Quatriémement,
I’utilisation d’agent modulateur du cytosquelette, a savoir la famille des cytochalasines,
causant une diminution de la polymérisation du réseau d’actine renverse le déplacement de
FMRP sans engendrer d’impact sur les niveaux d’agrégations résultants. Dans 1’ensemble,
il semble donc que la redistribution de FMRP suivant 1’agrégation plaquettaire est

spécifique a I’activation.

Cependant, ce n’est pas la totalit¢é de FMRP qui est récupérée dans la fraction du

cytosquelette. Une des possibilités est que le déplacement de FMRP soit complet dans une
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partie des plaquettes et incomplet dans une autre. Les plaquettes humaines peuvent é&tre
divisées en sous-population selon leur volume et leur potentiel de synthése protéique, deux
principes en relation étroite : les plaquettes de dimension supérieure ont un potentiel de
traduction plus élevé (Weyrich et al., 2009). Certaines études tendent a montrer une relation
entre le volume moyen plaquettaire et I’Age de la plaquette, mais ces résultats suscitent la
controverse. Cette hétérogénéité pourrait influencer la redistribution globale de FMRP, une
protéine qui participerait a la régulation de la traduction. Ainsi, nous avons pour objectif de
mettre en place une expérimentation qui nous permettrait de comparer le déplacement de
FMRP entre différentes sous-populations de plaquette séparées selon leur volume par
cytométrie de flux (Mangalpally et al., 2010). Par ailleurs, certains artéfacts de laboratoire
pourraient également étre en cause. En effet, suivant ’activation un traitement mécanique
est nécessaire afin d’assurer une lyse adéquate des agrégats plaquettaires. Puisque
I’interaction de FMRP est sensible & ces traitements, une partie de FMRP pourrait se

retrouver dans la fraction soluble.

3.3 La participation de FMRP i la spécialisation cellulaire

Nos résultats décrivent une redistribution inductible de FMRP qui débute dans les premiers
moments de ’activation. FMRP semble donc étre impliquée dans les premiers stades de la
réponse a la stimulation, comme le changement de forme, I’extension des pseudopodes et la
sécrétion d’ATP qui se produisent tous en trés peu de temps (Lefebvre et al., 1993). Afin
d’approfondir la compréhension de la participation de FMRP a ces changements
morphologiques et biochimiques, nous avons mis en €vidence les différences entre certains
types d’activations utilisés (Tableau 4). 1.’activation induite par le PMA, bien que menant a
la réorganisation des microfilaments, n’entraine pas la formation de gel contractile,
résultant 2 un faible taux de sécrétion (Chen & Liang, 1998). Etant donné que nous avons
observé dans nos expérimentations une redistribution massive dans la fraction du
cytosquelette suivant ['utilisation de cet agoniste, FMRP ne peut étre impliqué dans le
processus de sécrétion. Par ailleurs, I’activation au collageéne de plaquettes prétraitées avec
les cytochalasines, bien que conduisant a [’agrégation, prévient la formation de
pseudopodes de méme que la dégranulation (DiaZ-Ricart et al., 2002). Puisque le
déplacement de FMRP est sévérement affecté dans ces conditions et que cette protéine ne

semble pas impliquée dans la sécrétion, FMRP participerait donc a 1’extension des
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pseudopodes. La formati(')n de ces prolongements cellulaires, rendue possible par
I’accélération de la polymérisation du cytosquelette, augmente la surface membranaire et
permet donc de faciliter D’interaction entre les plaquettes, €élément crucial pour
I’assemblage, puis la stabilisation de 1’agrégat. Ainsi, ces conclusions menant a la
participation de FMRP a un processus de spécialisation cellulaire en lien avec la formation
des pseudopodes sont d’autant plus soutenues par la corrélation entre le niveau

d’agrégation et le déplacement résultant de FRMP.

i Réponse plaquettaire Association de FRMP
Agoniste Changements (- S
. Agrégation | Sécrétion au cytosquelette
morphologiques

Aucun - - - -

Collagéne + + + +

PMA + + 1l +
Collageéne

(cytochalasine) j i ! H

Tableau 4. Corréalation de P’association de FMRP au cytosquelette avec différentes
phases de Pactivation plaquettaire. Les différents symboles représentent une absence (-),
une présence (+), une diminution (}) ou une diminution sévére (}]). Les abréviations ont
été définies dans la liste des abréviations.

3.4 La relation entre FMRP et le cytosquelette

Le déplacement de FMRP vers la fraction contenant les particules de coefficient de
sédimentation élevé lors de Dactivation suggére une association aveé les structures qui y
sont habituellement récupérées, a savoir : les rares cellules non lysées, les noyaux et le
cytosquelette polymérisé. Puisque les plaquettes sont des cellules anucléées, cette
observation suggére une interaction directe ou indirecte avec le cytosquelette plaquettaire.
Cette interaction serait en accord avec de précédents résultats publiés, ou de 5 a 15 % des
complexes comprenant FRMP était associés au cytosquelette dans les neurones (H. Wang
et al., 2008). Puisqu’il y a absence de réticulum endoplasmique au niveau des plaquettes et
que le réseau d’actine agit a titre de support alternatif a la traduction (Weyrich et al., 2004),
nous croyons que cette proportion de FMRP associée au cytosquelette est normalement

plus élevée dans les plaquettes.
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Le cytosquelette plaquettaire est composé de deux constituants majeurs : les microtubules
ou filaments de tubuline et les microfilaments ou filaments d’actine. Alors que des études
antérieures ont montré que FMRP interagissait avec les microtubules (H. Wang et al.,
2008), nos modulations de la polymérisation de ces constituants n’affectent en rien le
déplacement de FMRP dans les plaquettes. Curieusement, la redistribution de FMRP
semble plutét dépendante de la polymérisation des microfilaments déclenchée lors de
I’activation. Cette observation n’est pas surprenante puisque chez les plaquettes, comme au
niveau des synapses, le réseau d’actine est celui qui est le plus développé. Ces résultats sont
méme soutenus par nos études d’immunofluorescence, ou FMRP, bien que le signal soit
faible, superpose le réseau d’actine dans les plaquettes activées. Néanmoins, |’utilisation de
ces agents modulateurs en immunofluorescence nous permettrait de confirmer cette relation
par la visualisation directe des impacts sur la localisation subcellulaire de FMRP. En ce
sens, puisque nous croyons que l’interaction entre FRMP et le réseau d’actine est rendu
possible par les polyribosomes (voir section suivante), il serait intéressant d’également
utiliser ces modulateurs de polymérisation des microfilaments dans les protocoles de
centrifugation sur gradient de sucrose. Ainsi, nous pourrons €valuer I’importance de 1’état
du réseau d’actine pour I’interaction entre FMRP et les polyribosomes suivant I’activation

des plaquettes.

FMRP semble donc interagir avec le réseau d’actine suivant I’activation. Par contre, malgré
les nombreuses études de la structure protéique des membres de la famille FXR, il n’y a &
ce jour aucune identification d’un domaine de liaison au cytosquelette (Bardoni et al.,
2006). Néanmoins, puisque FMRP s’associe avec plusieurs protéines liées au cytosquelette
comme Lgl, Ran-BPM, KIF5, KIF3C, la myosine Va et la chaine intermédiaire de la
dynéine, I’hypothése d’une interaction indirecte demeure envisageable (Bardoni et al.,
2006). Nos résultats suggérent également que la redistribution de FMRP est dépendante de
la force ionique et donc d’une association ionique avec son ou ses partenaires. -
L’identification des partenaires de FRMP au sein du cytosquelette des plaquettes nous
permettrait d’avoir un aper¢u de sa fonction cellulaire. L’immunoprécipitation de FRMP
serait une méthode efficace pour identifier ces partenaires dans les plaquettes activées;

malheureusement, aucun anticorps spécifique pour FRMP n’a montré une capacité a
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immunoprécipiter cette protéine. Et ce, méme pour ’anticorps 1C3, soit 1’anticorps de

référence en ce qui concerne FMRP.

3.5 L’association de FMRP au cytosquelette via les polyribosomes

Puisque chez les plaquettes activées le réseau d’actine, structure du cytosquelette la plus
développée, représente la structure sur laquelle repose 1’appareil de traduction (absence de
réticulum endoplasmique rugueux); FMRP pourrait vraisemblablement y prendre part.
Effectivement, plusieurs groupes de recherches ont démontré que FMRP faisait partie
intégrante des complexes ribonucléoprotéiques, qui ont la capacité d’interagir avec ces
composantes (Miyashiro et al., 2003). Ces complexes RNP sont des assemblages
macromoléculaires dynamiques a la fois de protéines et d’ARN jouant un réle important
dans la transcription, les mécanismes de régulation posttranscriptionnéls (épissage, stabilité
des ARN, Aroutage et compartimeritation des ARN), ainsi que lors de la traduction elle-
méme (Hugo & Bouvet, 2003). Curieusement, on observe €galement, paralléelement au
déplacement de FMRP, une redistribution des ARNm spécifiques aux plaquettes (P-
sélectine et GPIIla) vers la fraction contenant le cytosquelette. Puisque FMRP se retrouve
dans la méme fraction que les ARNm, nous pouvons évoquer la possibilit¢ que cette
protéine possédant les caractéristiques des protéines liant I’ARN interagisse avec ces
ARNm. Toutefois, le traitement a 1’ARNase ne parvient pas a prévenir le déplacement de
FMRP; pourtant, ce résultat ne remet pas en cause cette hypothése. En fait, cette
observation appuie plut6t I’idée d’une interaction protéine-protéine avec une composante
du réseau du cytosquelette qui ne serait pas da a la liaison d’'un ARNm; ou bien ’activation
entraine la formation de complexes protéines-ARN caractérisés par une conformation qui
protégerait les ARNm de I’ARNase. Alors que de nombreux ARNm cibles de FMRP ont
ét€ identifiés (Santoro et al., 2012), compte tenu de notre récente découverte de la présence
de FMRP dans les plaquettes (Lessard et al., 2011), la spécificité¢ de I’interaction de ces

partenaires reste a confirmer dans ces cellules.

Ces complexes RNP, une fois assemblés, interagissent avec les polyribosomes liés au
réseau d’actine pour assurer la synthése protéique localisée, qui est nécessaire a la

formation de pseudopodes. Cette redistribution est clairement observable lorsqu’on
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consideére qu’a la suite de 1’activation FMRP se redistribue dans les fractions contenant
théoriquement les polyribosomes (Corbin et al., 1997). La confirmation de la présence des
polyribosomes dans ces fractions, par immunobuvardage des protéines ribosomales, est
toutefois impossible, puisque dans nos conditions de laboratoires, nous avons été
incapables d’obtenir un signal avec différents anticorps ciblant ces protéines (L7a, L26 et
S6). De plus, alors que nous avons obtenu une courbe de la présence de polyribosomes dans
les plaquettes quiescentes par qPCR de I’ARNr 18S (Lauziere et al., 2012), des
optimisations sont encore nécessaires pour transposer l’expérience sur des plaquettes
activées, et ainsi isoler les polyribosomes & partir des fractions contenant le cytosquelette.
Nous avons donc essayé a de maintes reprises de mettre en évidence cette relation entre
FMRP et les polyribosomes, mais aucun résultat concluant n’a été obtenu dans les
plaquettes activées. Les difficultés & obtenir ces résultats peuvent s’expliquer par la faible
quantité d’acides ribonucléiques et de protéines ribosomales présents dans les plaquettes.
L’activité traductionnelle, et non la présence de polyribosome, a bien entendu été mise en
¢vidence dans les plaquettes grice a4 des méthodes trés sensibles par exemple
I’incorporation de radioactivité (résultats non présentés). Alors que nous avons obtenu un
tracé de ’amplification des ARNr dans les plaquettes quiescentes (Lauziere et al., 2012),
des optimisations sont encore nécessaires pour obtenir ce résultat avec des plaquettes
activées, et ainsi isoler les polyribosomes a partir des fractions contenant le cytosquelette.
Néanmoins, nous pourrions visualiser indirectement 1’association de FMRP aux
polyribosomes dans les plaquettes activées en utilisant un tampon de lyse contenant de
I’EDTA ou une grande concentration de KCIl, tous deux reconnus pour déstabiliser les
polyribosomes (Corbin et al., 1997). Ainsi, nous serions en mesure d’évaluer I’impact d’un
tel traitement sur le déplacement (ie FMRP dans les fractions contenant classiquement les
polyribosomes. Puisque ’utilisation du KCl a montré dans une précédente expérience que
la redistribution de FMRP au cytosquelette était sévérement affectée en sa présence, nous
sommes en mesure de croire qu’il en sera de méme pour cette expérience, étant donné que

FMRP semble étre en relation avec le cytosquelette par le biais des polyribosomes.

Dans le but de visualiser cette interaction entre FMRP et les polyribosomes, nous avons

également entamé des expérimentations de microscopie électronique en collaboration avec
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le service offrant cette expertise a I’Université de Sherbrooke. Effectivement, la présence
de polyribosomes plaquettaires avait déja été rapportée par cette technique (Kieffer et al.,
1987). Alors que les études morphologiques des plaquettes quiescentes et activées sont
saisissantes, nous n’avons pas encore réussi, malgré nos efforts, a obtenir un signal clair de
FMRP par microscopie électronique, nous permettant ainsi de visualiser cette proximité
(résultats non présentés). Cette difficulté est due a la faible présence de FMRP dans les
plaquettes ou ’on retrouve selon nos résultats que 0,03 fg de FMRP, comparativement a
1,4 fg chez les lymphocytes. Plusieurs étapes pourraient s’avérer problématiques : la
préparation de 1’échantillon suivant la purification, la fixation, la déshydratation,
I’incorporation dans la résine ou encore la coupe; et se doivent d’étre vérifiées afin

d’optimiser le protocole permettant I’observation de FMRP.

3.6 Le modéle d’étude plaquettaire

Des études récentes ne cessent de continuellement découvrir de nouveaux aspects de la
fonction de FMRP dans la régulation de la traduction, mais aussi dans d’autres fonctions
neuronales. Cependant, plusieurs lacunes caractérisent encore I’amélioration de notre
compréhension de I’importance biologique de FMRP. Dans la mesure o FMRI est un géne
hautement conservé durant I’évolution, cela a permis la découverte de nouvelles
observations sur la protéine FMRP dans une grande variété de modeles d’études. Toutefois,
la spécialisation cellulaire méne a d’importantes différences avec les cellules typiques; a
mesure que leurs composants et leurs fonctions deviennent davantage spécialisés, ils
perdent certaines capacités basales. Ainsi, les neurones; des cellules hautement spécialisées,

sont éldignés des autres types cellulaires servant de modéle d’étude.

Comme il a ét¢ mentionné précédemment, la composition des plaquettes est quelque peu
différente des autres cellules; ce sont des cellules anucléés contenant trois types de granules
(0, denses et lysosomales) sans réticulum endoplasmique et présentant un cytosquelette trés
développé. Conséquemment, en tenant compte de I’évolution de la spécificité des
plaquettes, la présence de FMRP dans ces cellules semble donc significative, au méme titre
que dans les neurones. Plus encore, le déclenchement de I’activation plaquettaire et des

processus reliés ressemblent en plusieurs points a la plasticité neuronale. Tout d’abord, les
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plaquettes entreposent des granules et libérent certaines molécules semblables aux
neurotransmetteurs (ex. glutamate) par exocytose, un phénomene qu’on peut comparer a la
libération de neuromédiateurs dans la fente synaptique (Sherif, 1994). Puis, ces
transmetteurs sont captés par différents récepteurs et transporteurs, dont certains sont méme
communs, par exemple les récepteurs au glutamate. Cette activation déclenche dans les
deux cas une réponse qui se traduit par une modification de la régulation de la synthése
protéique localisée se produisant au cceur du réseau d’actine et en absence d’influence
directe du noyau. Finalement, ce processus enclenche des changements morphologiques;
les plaquettes forment de longs prolongements cellulaires ou le réseau d’actine joue un role

prédominant, de maniére similaire aux dendrites neuronaux.

Néanmoins, le modéle plaquettaire est caractérisé par certaines limites qu’on ne peut
ignorer. Les plaquettes sont des constituants sanguins, au méme titre que les globules
blancs (leucocytes). Alors méme suivant une purification facile atteignant un taux de pureté
supérieur a 99 %, il y a encore présence d’une certaine contanﬁination leucocytaire. Puisque
les plaquettes ont une machinerie traductionnelle beaucoup moins développée que les
leucocytes, cette contamination pourrait affecter dans une certaine mesure nos résultats de
synthése protéique (Pillitteri et al., 2007). Les expérimentations avec du matériel humain
occasionnent également une grande variabilité entre les différents individus dont on doit
tenir compte. De plus, ’absence de noyau empéche les études de transformation qui
pourraient faciliter la mise en évidence de la fonction de FMRP. Finalement, bien que les
plaquettes partagent de nombreuses caractéristiques avec les neurones, il n’est ainsi pas

possible d’étudier des protéines, des ARN ou des interactions propres aux neurones.

Par contre, les plaquettes sanguines sont des cellules humaines récoltées de fagon non
invasive qui ont I’avantage de ne pas avoir été affectées par la mise en culture. Bien que
discutable, I’utilisation des plaquettes comme modéle de désordres neurologiques et
neuropsychiatriques est assez répandue : les troubles de I’humeur (Modai, Zemishlany, &
Jerushalmy, 1984), I’autisme (Safai-Kutti et al., 1988), le Parkinson (Ferrarese et al., 1999),
I’ Alzheimer (Davies et al., 1997) et plusieurs autres. Pour le syndrome du X fragile, une

maladie structurelle des dendrites (Schenck et al., 2001), le plus grand avantage de
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I’utilisation des plaquettes demeure toutefois leur possibilité d’activation, c’est-a-dire la
possibilité en laboratoire d’induire la réorganisation du cytosquelette. Sans oublier que
nous pourrons plus aisément travailler avec des plaquettes provenant d’individu avec le
syndrome du X fragile et ainsi vérifier par exemple la présence d’anomalies dans la

formation des pseudopodes dans ces cellules.



4. CONCLUSION

Les plaquettes sanguines ont souvent été négligées de par leur aspect simpliste, mais de
plus en plus d’études tendent & démontrer le contraire, ne serait-ce que par leur réel
métabolisme de I’ARN (Weyrich et al., 2009). Alors que ce modéle cellulaire est
caractérisé par certaines limites, les plaquettes offrent plusieurs avantages pour débrouiller
la physiopathologie du syndrome du X fragile; bien que ces pistes devront ensuite étre

vérifiées dans les neurones.

Dés lors que ’augmentation du nombre de répétitions CGG, ainsi que la méthylation du
géne FMRI] conduisent & son silence transcriptionnel, I’étude de la protéine
correspondante : FMRP ou « Fragile X Mental Retardation Protein », devient un
incontournable. 4 priori, FMRP, une protéine possédant les caractéristiques intrinséques
d’une protéine liant I’ARN, serait impliquée au niveau de la synthése protéique, mais
d’autres fonctions ont également été proposées. Ces découvertes ont surtout contribué a
placer quelques piéces du puzzle, qui est encore a compléter, le role précis de FMRP dans

la traduction n’ayant encore jamais été complétement élucidé.

Les travaux présentés dans ce mémoire indiquent clairement une redistribution de FMRP
inductible lors de I’activation plaquettaire et plusieurs éléments suggérent qu’elle serait due
a une interaction entre FMRP et le réseau d’actine par le biais des polyribosomes.
Considérés dans I’ensemble, ces résultats innovateurs semblent mettre en évidence une
nouvelle fonction ou plutét un rdle plus global dans la spécialisation cellulaire et plus
particulierement dans la formation de pseudopodes. Cette fonction pourrait étre a la base
des problémes du maintien de la structure des épines dendritiques tant chez la souris KO
que chez les individus avec le syndrome du X fragile. Nous sommes confiants que nos
recherches futures nous fourniront un apergu du mécanisme conduisant & ces manifestations
cliniques, ouvrant la voie 4 des avancées significatives au niveau des traitements
envisageables qui pourront remplacer le traitement symptomatique actuel du syndrome du

X fragile.
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