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Résumé 

Récemment, notre laboratoire a décrit plusieurs patients atteints d’une forme sévère et 

progressive de dystonie présentant des mutations de novo dans le gène du récepteur bêta de 

l’acide rétinoïque (RARB). RARB est un facteur de transcription activé lors de sa liaison à l’acide 

rétinoïque (AR), un élément essentiel au bon développement du cerveau. Des études de 

transfection indiquent que ces mutations augmentent l’activité transcriptionnelle de RARB, 

suggérant qu’elles confèrent un gain de fonction (GDF) à la protéine. La dystonie est 

typiquement expliquée par un dysfonctionnement du striatum, la structure où RARB est 

principalement exprimé. Chez la souris, la perte de fonction de Rarb entraîne une réduction des 

neurones striatonigraux et des anomalies motrices, suggérant une perturbation du développement 

des circuits striataux. Nous avons ainsi émis l’hypothèse selon laquelle la dystonie des patients 

porteurs de mutations de GDF serait causée par un accroissement de la signalisation de RARB, 

pouvant perturber l’homéostasie des mêmes circuits que ceux affectés par une diminution de la 

signalisation de Rarb. En utilisant la technologie CRISPR-Cas9, nous avons généré des souris 

portant la mutation p.R394C, homologue de la p.R387C retrouvée chez plusieurs patients. Ces 

souris RarbR394C/+ présentent des anomalies locomotrices rappelant celles d’autres modèles 

murins de dystonie, ainsi qu’une diminution des neurones striatopallidaux. Ceci suggère que les 

mutations de GDF de RARB induisent la dystonie en perturbant l’équilibre dans la signalisation 

dopaminergique striatale. Finalement, cette étude pourrait contribuer à comprendre les troubles 

neurodégénératifs moteurs, comme les maladies de Huntington et de Parkinson, dans lesquels la 

signalisation de l’AR semble être compromise. 

Mots-clés : acide rétinoïque, dystonie, gain de fonction, mutation de novo, striatum. 
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Abstract 

We previously described several patients with a severe and progressive form of early- 

onset dystonia who carried de novo mutations in the retinoic acid receptor beta gene (RARB). 

RARB is a transcription factor that is activated upon binding to retinoic acid (RA), whose 

signaling is required for proper development of the brain. Transfection studies indicate that these 

de novo mutations increase RARB transcriptional activity, suggesting that they confer a gain-of- 

function (GOF) propriety to the protein. Dystonia is typically explained by some dysfunction of 

the striatum, a region where RARB is predominantly expressed. Interestingly, loss of Rarb 

function in mice leads to a reduction of striatonigral neurons and motor abnormalities, suggesting 

a disruption in early development of striatal circuits. We hypothesized that the motor impairment 

of patients with RARB GOF mutations is caused by increased RARB signaling in the striatum, 

possibly disrupting homeostatic control of the same pathways as those affected by decreased 

Rarb signaling. Using CRISPR-Cas9 technology, we generated mice carrying the mutation 

p.R394C, which is homologous to the GOF mutation p.R387C found in several patients. These 

RarbR394C/+ mice show locomotor impairments reminiscent of that of other mouse models of 

dystonia, along with a decreased striatopallidal neuronal population. Our data suggest that GOF 

mutations in RARB induce dystonia by disrupting striatal dopaminergic signaling necessary for 

functional equilibrium. This work might also shed light on common neurodegenerative disorders 

of the basal ganglia including Huntington’s and Parkinson’s disease, in which RA and RARB 

signaling appear to be compromised. 

Key words: retinoic acid, dystonia, gain-of-function, de novo mutation, striatum. 
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Chapitre 1 : Introduction 

1.1. Les pathologies du mouvement 

Les pathologies du mouvement constituent un ensemble de perturbations motrices 

involontaires qui s’expriment sous la forme d’un excès ou un manque de mouvement. Ces 

dysfonctions ne peuvent être contrôlées par la pensée et ne sont pas causées par une faiblesse 

musculaire (Abdo et al., 2010). Différentes manifestations de ces troubles incluent, entre autres, 

la dystonie, la dyskinésie, les tics, la rigidité, etc. Par ailleurs, certaines pathologies complexes 

peuvent présenter plusieurs de ces signes à la fois, comme les maladies de Parkinson (MP) et de 

Huntington (MH) (Abdo et al., 2010). 

A priori, la prévalence des troubles du mouvement, tous confondus, est d’environ 20% 

chez les 50-59 ans, et augmente progressivement avec l’âge, passant à environ 50% chez les 80- 

89 ans (Wenning et al., 2005; Bach et al., 2011). De même, on les retrouve aussi chez les enfants 

d’âge scolaire, la prévalence des tics étant de >20%, par exemple (Kurlan et al., 2002). La 

population étant vieillissante, de récentes projections indiquent que ces nombres augmenteront 

de façon remarquable, d’ici 2050. Notamment, le nombre de patients atteints de dystonie, de la 

MP et de la MH pourrait s’accroître de >40%, >90% et >25%, respectivement (Bach et al., 

2011). 

Économiquement, les pathologies du mouvement représentent une charge considérable 

pour de nombreux pays. Par exemple, la MP et la MH génèrent, à elles seules, des frais 

médicaux directs et indirects par patient de plus de 22 800 dollars américains (30 173 $ 

canadiens) et 21 605 livres sterling (34 540 $ canadiens), respectivement, ce qui représente 

plusieurs milliards de dollars par année (Kowal et al., 2013; Jones et al., 2016). Ces deux 

 



maladies sont neurodégénératives et sont souvent caractérisées par un amalgame de plusieurs 

signes cliniques apparaissant progressivement dans plusieurs systèmes, tels que des anomalies de 

la démarche, des déficits cognitifs, des problèmes gastro-intestinaux, etc. Cependant, les signes 

moteurs sont généralement parmi les premiers à survenir dans les stades précoces de ces 

maladies et parmi les premiers pour lesquels les patients décident de consulter un médecin 

(Kirkwood et al., 2001; Walter et al., 2013). Néanmoins, il n’est pas toujours simple d’établir le 

diagnostic de certaines pathologies motrices, comme la dystonie (Jinnah and Factor, 2015). En 

effet, la dystonie étant un signe moteur non pathognomonique, il est donc possible de l’observer 

seule ou, encore, jumelée à plusieurs autres signes, comme dans les maladies de Parkinson et de 

Huntington (Camargos and Cardoso, 2016). 

1.1.1. Dystonie 

La dystonie est définie comme un trouble moteur caractérisé par des contractions 

musculaires involontaires et soutenues produisant des torsions et des postures anormales 

(Albanese et al., 2013). Il s’agit donc d’un signe clinique dit hyperkinétique où des mouvements 

involontaires viennent parasiter les mouvements volontaires. Conséquemment, des symptômes 

moteurs comme de la douleur chronique, des crampes musculaires et une perte de coordination 

motrice viennent perturber la qualité de vie de plusieurs patients. 

Aussi, la classification des différents types de dystonie s’effectue selon plusieurs critères. 

Notamment, la dystonie peut se présenter individuellement ou de façon concomitante avec 

d’autres troubles cliniques. De plus, elle peut être transmise génétiquement ou alors apparaître 

conséquemment à une lésion cérébrale, une utilisation médicamenteuse, une toxine, une 
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dégénérescence, etc. Ainsi, elle est classifiée comme focale, lorsque l’atteinte se limite à un 

groupe musculaire particulier, ou bien généralisée, lorsque l’atteinte est distribuée dans tout le 

corps du patient (Jinnah and Factor, 2015; Camargos and Cardoso, 2016). 

Étant donné que le bagage génétique d’un individu peut contribuer à l’expression et à la 

pénétrance d’une pathologie, plusieurs études ont visé à mettre en lumière les gènes responsables 

de ce trouble moteur hyperkinétique (Cooper et al., 2013; Fuchs and Ozelius, 2013). Les 

mutations retrouvées chez plusieurs patients ont permis d’identifier une multitude de gènes 

jouant un rôle dans certaines formes de dystonie, tels que TOR1A dans la dystonie à début 

précoce, THAP1 dans la dystonie débutant à l’adolescence et ANO3 dans la dystonie 

craniocervicale à début tardif (Ozelius et al., 1997; Fuchs et al., 2009; Charlesworth et al., 2012). 

Avec l’amélioration des techniques de séquençage génétique au cours des dernières décennies, 

plus de 200 gènes ont pu être identifiés et associés à divers types de dystonie (van Egmond et al., 

2015). Par ailleurs, bien que la plupart des mutations soient transmises des parents à leurs 

enfants, un nombre grandissant d’entre elles, dites de novo, sont retrouvées spontanément chez 

des enfants dont les parents sont sains, à l’instar de TUBB4A, RARB, ADCY5 et plusieurs autres 

(Fuchs and Ozelius, 2013; Carapito et al., 2015; Srour et al., 2016). 

La dystonie est typiquement associée à une dysfonction des ganglions de la base, 

notamment au striatum (Narbona et al., 1984; Goto et al., 2005), même si des données récentes 

montrent qu’elle pourrait aussi être reliée à une anomalie cérébelleuse et/ou une altération du 

système dopaminergique (Sato et al., 2008; Batla et al., 2015; Kaji et al., 2018). Ainsi, l’étude de 

la fonction de ces gènes, de leur patron d’expression et de leurs rôles dans le développement des 

ganglions de la base, en conditions normales et pathologiques, s’avère nécessaire à la 

13 

 



compréhension de la pathologie et au développement de nouvelles stratégies de dépistage et de 

traitements. 

1.2. Ganglions de la base 

Les ganglions de la base sont des structures sous-corticales qui sont impliquées dans 

l’exécution automatique de plans moteurs appris (Marsden, 1982). Cela signifie qu’ils 

contribuent à plusieurs facettes de la motricité, dont la cinématique, l’apprentissage, la 

composante motivationnelle, etc (O'Doherty et al., 2004; Rueda-Orozco and Robbe, 2015). Entre 

autres, les noyaux de la base participent à l’initiation et/ou la sélection des actions (Balleine et 

al., 2009; Tecuapetla et al., 2016) et à en contrôler l’exécution (Redgrave et al., 2010). Ils sont 

aussi impliqués dans le regroupement et la consolidation des séquences d’une action (Graybiel, 

1998), de même que dans la motivation implicite et explicite à effectuer ces actions (Mazzoni et 

al., 2007; Moisello et al., 2009; Wong et al., 2015). Ainsi, les ganglions de la base contribuent au 

contrôle moteur en filtrant les commandes motrices, ce qui permet une fluidité du mouvement. 

Les structures considérées comme la porte d’entrée des noyaux de la base sont le 

striatum, composé des noyaux caudé, putamen et accumbens, et dans une moindre mesure le 

noyau sous-thalamique (NST) (figure 1). Les afférences qu’ils reçoivent sont principalement 

glutamatergiques et proviennent majoritairement du cortex. À l’opposé, les structures 

considérées comme la porte de sortie des ganglions de la base sont représentées par le segment 

interne du globus pallidus (GPi) et la substance noire pars reticulata (SNpr). Ces structures 

projettent vers le thalamus et le tronc cérébral. Finalement, d’autres structures intermédiaires, à 

l’instar du segment externe du globus pallidus (GPe) et de la substance noire pars compacta 
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(SNpc), permettent une modulation des signaux et un raffinement du contrôle moteur. En ce qui 

a trait à la dystonie, l’étude rigoureuse des noyaux de la base, notamment le striatum, est de mise 

puisqu’une dysfonction striatale semble souvent être une cause sous-jacente de cette pathologie 

(Goto et al., 2005). 
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Figure 1. Organisation fonctionnelle de la circuiterie désinhibitrice des ganglions de la 
base. Les NEMs du striatum sont activés par les projections glutamatergiques en provenance du 
cortex et du thalamus. Les projections dopaminergiques de la SNpc viennent moduler la 
signalisation striatale en activant les NEMs de la voie directe et en inhibant ceux de la voie 
indirecte par leur action sur les récepteurs D1 et D2, respectivement. GPi/SNpr : complexe formé 
du segment interne du globus pallidus et de la substance noire pars reticulata; GPe : segment 
externe du globus pallidus; NST : noyau sous-thalamique; SNpc : substance noire pars 
compacta. Rouge : projections glutamatergiques; bleu : projections gabaergiques; mauve : 
projections dopaminergiques. 
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1.2.1. Cytoarchitecture neuronale du striatum 

Typiquement, on subdivise le striatum en portion dorsale et ventrale. Cette dernière est 

formée du noyau accumbens qui est largement impliqué dans la motivation et le phénomène de 

récompense. Ainsi, sans être impliqué dans l’apprentissage moteur d’une tâche, le noyau 

accumbens est particulièrement important dans la composante motivationnelle à commettre telle 

ou telle action dans le but d’obtenir la récompense qui y est rattachée (Cardinal et al., 2002). 

Conséquemment, le striatum ventral est un acteur de première ligne dans les phénomènes de 

dépendance, comme dans la toxicomanie, le jeu compulsif (gambling) et la dépendance au sucre 

(Di Chiara et al., 2004; Avena et al., 2008; Zhang et al., 2015a). Quant au striatum dorsal, il est 

formé des noyaux caudé et putamen et est davantage impliqué dans l’intégration des signaux 

sensoriels, la sélection d’un plan moteur approprié pour parvenir à un but, mais aussi, il est plus 

actif dans les phases initiales d’apprentissage d’une tâche, particulièrement en ce qui a trait à 

l’association entre un stimulus et une réponse comportementale (O'Doherty et al., 2004; Yin and 

Knowlton, 2006). Cet apprentissage est donc à la base de la formation de nouvelles habitudes 

(White, 1997; Packard and Knowlton, 2002). 

Anatomiquement, le striatum est constitué de deux compartiments hétérogènes, la matrice 

et les striosomes. La contribution exacte de chaque compartiment aux fonctions du striatum 

demeure encore matière à débat. Cependant, des données récentes suggèrent que la matrice 

hébergerait les neurones épineux moyens (NEMs) formant les voies de sortie, nommées directe 

et indirecte (Crittenden and Graybiel, 2011). Parallèlement, les striosomes forment une structure 

semblable à un labyrinthe au sein de la matrice striatale (Bloem et al., 2017; Miyamoto et al., 

2018). C’est pour cette raison qu’ils donnent l’impression d’être des trous (patches) lorsqu’ils 

sont observés en coupes coronales. Ces striosomes renfermeraient les NEMs projetant vers la 
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SNpc, de même que des interneurones capables de moduler l’activité des neurones de la matrice 

(Crittenden and Graybiel, 2011). 

Au sein du striatum, les neurones épineux moyens constituent la plus grande population 

neuronale locale, soit environ 90-95% des neurones striataux chez la souris (Gerfen and 

Surmeier, 2011). Ce sont des cellules capables de transmettre des signaux, entre autres, par la 

relâche d’acide γ–aminobutyrique (GABA) et de neuropeptides, tels que la substance P (SP) et 

l’enképhaline (ENK). Par ailleurs, la complexité du signal transmis par les NEMs est modulée 

par leur interaction avec d’autres neurones locaux, comme des interneurones GABAergiques et 

cholinergiques qui participent au raffinement de la signalisation striatale (Lee et al., 2017; 

Tepper et al., 2018). De plus, il est intéressant de souligner que la proportion de NEMs et 

d’interneurones est sujette à une variation entre les différentes espèces. En effet, bien que les 

interneurones ne représentent qu’environ 5% de la population neuronale du striatum chez le rat et 

la souris, ils constitueraient plus de 20% de celle du primate et de l’humain (Graveland and 

DiFiglia, 1985; Graveland et al., 1985). 

1.2.2. Afférences du striatum 

Le striatum est un noyau complexe et le plus volumineux des ganglions de la base. 

Comme mentionné plus haut, le striatum est la principale porte d’entrée des ganglions de la base. 

La majeure partie des projections afférentes qu’il reçoit provient essentiellement du cortex, mais 

également des noyaux ventral antérieur (VA) et ventral latéral (VL) du thalamus (complexe 

VA/VL) (Hunnicutt et al., 2016). Ces projections corticales et thalamiques sont 

glutamatergiques, donc excitatrices, et sont responsables de l’activité neuronale générée dans le 
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striatum, dont les cellules nerveuses sont généralement quiescentes en condition de repos (figure 

1). Ainsi, un signal afférent fort et corrélé, de la part des neurones pyramidaux du cortex, est 

nécessaire pour induire une réponse des NEMs qui forment la principale population neuronale du 

striatum (Calabresi et al., 1987; Fino and Venance, 2010). Conséquemment, les NEMs 

permettent de détecter et d’intégrer l’information sensorielle pertinente à la modulation du 

comportement de l’individu afin qu’il s’adapte adéquatement à son environnement ou à sa 

situation lorsque nécessaire (Hollerman et al., 1998; Hikosaka et al., 2000). 

En plus de la grande quantité d’afférences corticales, l’activité des neurones épineux 

moyens est aussi influencée par l’information relayée par des neurones dopaminergiques 

provenant de la SNpc, des neurones glutamatergiques en provenance du thalamus, de même que 

des interneurones GABAergiques et cholinergiques locaux. De plus, les NEMs peuvent aussi 

moduler leur activité entre eux par une relâche locale de neurotransmetteurs et neuropeptides. 

1.2.3. Efférences du striatum 

1.2.3.1. Voies directes et indirectes 

1.2.3.1.1. Composition cellulaire des voies directes et indirectes 

En ce qui a trait aux projections quittant le striatum, ce sont les NEMs qui projettent leur 

axone au GPi et à la SNpr, de même qu’au segment externe du globus pallidus. Les neurones 

épineux moyens qui projettent au complexe GPi/SNpr forment la voie dite directe ou striato- 

nigrée. Pour leur part, les NEMs qui projettent au GPe forment la voie dite indirecte ou striato- 

pallidale. Ces deux voies de sortie, directe et indirecte, agissent de façon parallèle et 
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complémentaire afin d’assurer un contrôle optimal du mouvement. Outre les cibles auxquelles 

elles projettent, les voies striato-nigrée et striato-pallidale peuvent être discriminées par le type 

de récepteur dopaminergique qu’elles expriment (figure 1). En effet, les neurones striataux 

exprimant le récepteur dopaminergique de type D1 appartiennent à la voie directe, ce qui 

représente jusqu’à 49% de tous les NEMs chez la souris adulte (Kreitzer and Malenka, 2008). De 

plus, un neuropeptide est aussi spécifique à ce groupe neuronal, soit la substance P. En 

contrepartie, les neurones exprimant le récepteur dopaminergique de type D2 sont associés à la 

voie indirecte et représentent eux aussi jusqu’à 49% des NEMs (Kreitzer and Malenka, 2008). 

Concomitamment, ces mêmes neurones sont aussi reconnaissables au récepteur à l’adénosine 

A2A qu’ils expriment, de même qu’au neuropeptide qu’ils contiennent, l’enképhaline. En dépit 

de l’expression préférentielle des récepteurs D1 ou D2 dans ces deux voies fonctionnelles, il 

existe également un faible pourcentage (<5%) de NEMs exprimant les deux récepteurs 

dopaminergiques à la fois (Matamales et al., 2009; Ade et al., 2011; Thibault et al., 2013). 

Néanmoins, leur rôle et leur contribution dans la signalisation des noyaux basaux restent obscurs 

(Lee et al., 2004; Rashid et al., 2007; Frederick et al., 2015; Gagnon et al., 2017). Finalement, 

bien que les neurones appartenant à l’une ou l’autre des voies se distinguent par quelques 

caractéristiques de leur composition cellulaire, les deux sous-populations coexistent de façon 

entremêlée dans le même compartiment, à savoir la matrice striatale (Gerfen and Surmeier, 2011; 

Gangarossa et al., 2013; Ren et al., 2017). 
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1.2.3.1.2. Cascade(s) moléculaire(s) associée(s) aux récepteurs D1 et D2 

Bien que fonctionnellement distinctes, les voies directe et indirecte sont complémentaires 

puisqu’elles travaillent en synergie pour un contrôle précis du mouvement. Grâce à la 

signalisation médiée par les récepteurs dopaminergiques de type D1, la voie directe exerce une 

influence activatrice sur le mouvement en facilitant l’activation du cortex. À l’opposé, la 

transduction du signal médiée par les récepteurs D2 de la voie indirecte influence négativement 

le mouvement en inhibant l’influence excitatrice qu’a le thalamus sur le cortex. 

En effet, les récepteurs D1 et D2 sont des récepteurs métabotropes à 7 passages 

transmembranaires et sont couplés à des protéines G qui déclenchent des cascades de 

signalisation et interagissent avec des protéines effectrices. Il existe 5 sous-types de récepteurs à 

la dopamine, encodés par 5 gènes différents, qui sont regroupés en 2 familles selon le type de 

protéines G auquel ils se lient (Beaulieu and Gainetdinov, 2011). La famille de type D1 

comprend les sous-types de récepteurs D1 et D5, alors que la famille de type D2 comprend les 

sous-types D2, D3 et D4. Au niveau du striatum, seuls les sous-types D1, D2, D3 et D5 sont 

exprimés dans les populations neuronales. En ce qui a trait aux NEMs, ceux de la voie directe 

expriment les sous-types D1 et D3, alors que ceux de la voie indirecte expriment le sous-type 

D2. Pour sa part, le sous-type D5 n’est pas présent dans les NEMs, mais plutôt dans des 

interneurones locaux. Malgré la présence de plusieurs sous-types dans cette structure sous- 

corticale, ce sont les D1 et D2 qui y sont le plus abondants, les niveaux de D3 étant relativement 

faibles dans les noyaux caudé et putamen (Bouthenet et al., 1991; Levesque et al., 1992; 

Beaulieu and Gainetdinov, 2011; Gurevich et al., 2016). 
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Dans le striatum, les récepteurs D1 sont couplés à des protéines de type Gαolf, et dans une 

moindre mesure Gαs, qui viennent stimuler l’adénylate cyclase et la production d’adénosine 

monophosphate cyclique (AMPc), un second messager (Zhuang et al., 2000). L’AMPc enclenche 

alors une cascade moléculaire permettant la transduction du signal, ce qui aura pour effet 

d’activer le neurone. Une des fonctions de ce second messager est l’activation de la protéine 

kinase A (PKA), dont l’action principale est la phosphorylation de multiples cibles 

intracellulaires. Cette phosphorylation par la PKA active, entre autres, la protéine de liaison des 

éléments de réponse à l’AMPc (CREB), un facteur de transcription qui s’homodimérise avant de 

lier des séquences d’ADN (acide désoxyribonucléique), nommées éléments de réponse à 

l’AMPc, pour moduler l’expression de plusieurs gènes (Nestler, 2001; Dudman et al., 2003; 

Mahajan et al., 2009). Suivant son activation par un agoniste comme la dopamine, le récepteur 

D1 sera désensibilisé par la protéine β-arrestine qui liera le récepteur et l’empêchera d’activer ses 

protéines G (Del'guidice et al., 2011). Alternativement, les récepteurs D2 sont couplés à des 

protéines de type Gαo, et moindrement Gαi, qui inhibent la production d’AMPc par l’adénylate 

cyclase, résultant en une inhibition de la signalisation intracellulaire, notamment par la PKA et la 

CREB (Jiang et al., 2001; Gazi et al., 2003). Les récepteurs de type D2 sont eux aussi sujets à 

des mécanismes de désensibilisation comme les D1. 

Spatialement, les récepteurs de type D1 se retrouvent à la membrane postsynaptique des 

NEMs et leur activation induit une augmentation de l’excitabilité du neurone. Cette modulation 

s’effectue de façon directe en augmentant la phosphorylation des récepteurs glutamatergiques 

AMPA et NMDA et de façon indirecte par l’activation d’une cascade moléculaire qui stimule 

l’ouverture des canaux calciques dépendants du voltage (type L) (Surmeier et al., 2010; Beaulieu 

and Gainetdinov, 2011; Gardoni and Bellone, 2015). À l’opposé, les récepteurs de type D2 se 
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retrouvent, eux aussi, à la membrane postsynaptique des NEMs, mais également de l’autre côté 

de la fente synaptique, c’est-à-dire à la membrane présynaptique (autorécepteurs). À la 

membrane postsynaptique, l’activation des récepteurs D2 diminue l’excitabilité neuronale des 

NEMs, car elle est responsable de l’inhibition de l’activité des canaux calciques dépendants du 

voltage (type L) et de l’activation des canaux potassiques rectifiants activés par les protéines G, 

ou GIRK, ce qui induit une hyperpolarisation de la membrane (Beaulieu and Gainetdinov, 2011). 

À la membrane présynaptique, l’activation des autorécepteurs D2 des terminaisons axonales des 

neurones dopaminergiques induit l’activation de canaux potassiques dépendants du voltage 

Kv1.2, ce qui hyperpolarise la membrane et inhibe temporairement la relâche des vésicules 

synaptiques de dopamine. De plus, les récepteurs D2 présynaptiques augmentent l’activité et 

l’expression du transporteur à dopamine, une protéine responsable de la recapture de la 

dopamine de la fente synaptique (Beaulieu and Gainetdinov, 2011; Ford, 2014). Globalement, 

l’excitabilité des neurones épineux moyens est donc modulée par l’activité des neurones qui 

communiquent avec eux. 

1.2.3.1.3. Rôle fonctionnel complémentaire des voies directes et indirectes 

Il existe ainsi un équilibre fonctionnel entre les rôles des récepteurs dopaminergiques D1 

et D2 au sein des voies striato-nigrée et striato-pallidale. Tel que mentionné précédemment, les 

voies directe et indirecte travaillent de pair et jouent un rôle essentiel au maintien de l’équilibre 

inhibition/désinhibition qu’ont les noyaux de la base sur le cortex. Les NEMs des 2 voies étant 

activés par les projections glutamatergiques provenant du cortex et du thalamus, la libération de 

dopamine dans le striatum vient concomitamment augmenter l’excitabilité des neurones de la 

23 

 



voie directe et diminuer l’activité des neurones de la voie indirecte (figure 1). Ainsi, l’activation 

de la voie directe viendrait activer le plan moteur désiré pour une tâche, tandis que l’inhibition de 

la voie indirecte servirait à inhiber des plans moteurs concurrents. Cette complémentarité est 

connue comme l’hypothèse du centre-pourtour des ganglions de la base qui définit leur 

fonctionnement et expliquerait comment une rupture de cet équilibre serait à la base des 

pathologies du mouvement (Beck and Hallett, 2011; Schroll and Hamker, 2013). 

1.2.3.2. Circuit désinhibiteur 

1.2.3.2.1. Circuit désinhibiteur en condition normale 

Traditionnellement, la connectivité neuronale au sein des ganglions de la base est décrite 

comme un circuit de désinhibition (Chevalier and Deniau, 1990; Purves et al., 2001). Comme 

mentionné précédemment, les NEMs du striatum sont quiescents au repos en condition non 

pathologique, donc ils n’affectent pas les neurones du globus pallidus qui sont intrinsèquement 

actifs et déchargent de façon tonique. Cette activité est naturellement responsable de l’inhibition 

du complexe VA/VL du thalamus, par la relâche d’un neurotransmetteur inhibiteur (GABA) 

(figure 1). Son activité ainsi diminuée, le thalamus est moins en mesure d’activer les neurones 

moteurs corticaux, à l’aide de son neurotransmetteur excitateur, le glutamate (Purves et al., 

2001). 

À l’opposé, en condition de mouvement, il y a une activation des voies directe et 

indirecte qui permet une fluidité et une bonne coordination de l’action. Premièrement, on parle 

de désinhibition, car la voie directe a un effet net désinhibiteur sur le cortex. En effet, lorsque les 

neurones striato-nigrés sont activés transitoirement par des projections corticales, ils inhibent 
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l’activité tonique des neurones du GPi. Par conséquent, cela a pour effet de relâcher le contrôle 

inhibiteur qu’a cette structure sur le complexe VA/VL du thalamus qui, dès lors, devient en 

mesure d’activer les neurones moteurs corticaux (Purves et al., 2001). 

En contrepartie, la voie indirecte a un effet net inhibiteur sur le cortex. L’activation 

transitoire des neurones striato-pallidés induit l’inhibition de l’activité tonique des neurones du 

GPe, dont les projections inhibitrices modulent négativement, en conditions basales, le GPi et le 

noyau sous-thalamique (NST). D’autre part, le NST envoie, lui aussi, des projections activatrices 

glutamatergiques au GPi. Conséquemment, l’inhibition du GPe par l’activation de la voie 

indirecte vient relâcher le « frein » qu’il place sur le GPi, en permettant également au NST de 

jouer son rôle activateur sur le GPi. Alors, l’activité tonique nette du GPi est augmentée, ce qui 

diminue davantage l’influence excitatrice qu’a le thalamus sur les aires corticales motrices 

(Purves et al., 2001). 

En un mot, la modulation fonctionnelle médiée par les neurones D1 induit une inhibition 

des neurones du « centre », c’est-à-dire une relâche sélective du frein du pallidum interne, et 

permet donc la sélection du schéma moteur souhaité. À l’opposé, l’activité médiée par les NEMs 

exprimant le récepteur D2 vient désinhiber le « pourtour », contribuant ainsi à prévenir 

l’intrusion de plans moteurs parasitaires dans le mouvement réellement souhaité. L’organisation 

en centre-pourtour est donc favorable à l’exécution de tâches simples et plus complexes, car elle 

permet un raffinement du signal (Purves et al., 2001; Beck and Hallett, 2011). 
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1.2.3.2.2. Circuit désinhibiteur en condition pathologique 

En conditions pathologiques, par exemple dans la maladie de Parkinson, il y a un bris de 

l’équilibre dans la relation centre-pourtour. Cette dysfonction de la boucle cortico-striato-pallido- 

thalamo-corticale serait à l’origine des signes moteurs observés chez les patients parkinsoniens. 

La ou les causes exactes de la MP restent débattues, mais plusieurs hypothèses ont vu le jour. 

Entre autres, une dégénérescence prédominante des neurones de la substance noire pars 

compacta pourrait être responsable de signes, tels que la bradykinésie (Damier et al., 1999; 

Surmeier, 2018). Comme les neurones nigro-striés projettent au striatum dorsal, la théorie 

« fréquentielle » suggère que les troubles parkinsoniens tireraient leur origine d’un changement 

dans la fréquence de l’activité des structures de sortie des noyaux de la base. Ceci s’exprimerait 

par une hypoactivité de la voie directe et, réciproquement, par une hyperactivité de la voie 

indirecte (Brittain and Brown, 2014; Borgkvist et al., 2015). Alternativement, le modèle 

« oscillatoire » propose qu’il y ait un déséquilibre entre diverses fréquences d’oscillations dans 

les circuits. Ces fréquences proviennent du degré de synchronisation de l’activité de plusieurs 

neurones. Ainsi, il y aurait un surplus d’ondes thêta et bêta, considérées comme anti-kinétiques, 

de même qu’un manque d’oscillations gamma, pro-kinétiques, ce qui viendrait perturber le 

mouvement en produisant l’akinésie (Brown, 2003; Foffani et al., 2003). 

Analogiquement, des perturbations des voies directe et indirecte, causant un bris de la 

relation centre-pourtour, seraient également présentes dans la dystonie. En effet, une étude 

récente montre qu’il y aurait une activation excessive de la voie striato-nigrée, de même qu’une 

hypoactivation de la voie striato-pallidale (Simonyan et al., 2017). D’autres études supportent 

aussi une activité altérée dans le striatum, de même que dans le pallidum et le thalamus (Vitek, 

2002; Zhuang et al., 2004; Starr et al., 2005). Comme décrit précédemment, certaines formes de 
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dystonie peuvent survenir à l’âge adulte, suite à des lésions ou autres, mais d’autres formes 

surviennent de façon précoce dans la jeunesse, suggérant une implication développementale des 

gènes mutés. 

1.2.4. Développement du striatum 

1.2.4.1. L’éminence ganglionnaire 

Lors du développement embryonnaire, le striatum est formé à partir de l’éminence 

ganglionnaire, une structure transitoire donnant naissance à plusieurs types cellulaires qui 

migrent vers diverses régions cérébrales. Cette structure est subdivisée en 3 sous-régions, soit 

l’éminence ganglionnaire médiane (EGM), latérale (EGL) et caudale (EGC). L’EGM est 

responsable de la formation d’interneurones GABAergiques qui migrent de façon tangentielle 

vers le néocortex (Moreno et al., 2009). Pour sa part, l’EGL est non seulement à l’origine de la 

migration de nouveaux interneurones dopaminergiques vers le bulbe olfactif par la coulée 

migratoire rostrale, mais c’est également elle qui donne naissance au striatum et au tubercule 

olfactif (Deacon et al., 1994; Yun et al., 2003). Enfin, l’EGC est une région riche en progéniteurs 

cellulaires, tels que des neurones, interneurones et de la glie, et qui est principalement 

responsable de leur migration vers différentes régions, comme l’hippocampe et le cortex (Nery et 

al., 2002). Finalement, puisque l’EGL joue un rôle important dans la genèse du striatum, elle 

semble intimement reliée à l’apparition de troubles moteurs, comme la dystonie primaire, chez 

les individus porteurs de mutations dans des gènes à risque, tels que TOR1A, THAP1, RARB, etc. 
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1.2.4.1.1. Principaux gènes développementaux de l’éminence ganglionnaire latérale 

Pendant le développement du télencéphale, qui est la vésicule encéphalique de laquelle 

est issue l’éminence ganglionnaire, plusieurs gènes agissent et interagissent afin de permettre le 

développement différentiel des multiples régions qui le composent (Hebert and Fishell, 2008). 

En premier lieu, il y a une séparation des domaines dorsal et ventral par GLI3, induisant une 

identité dorsale, et SHH, dont l’influence donne un caractère ventral. Une dysfonction ou une 

ablation de ces gènes a été reliée, entre autres, à l’entrave du développement de l’hippocampe et 

du plexus choroïdien (Grove et al., 1998; Theil et al., 1999; Rash and Grove, 2011). Chez la 

souris Shh-/-, il est possible de restituer l’identité ventrale des cellules en effectuant l’ablation 

concomitante de Gli3 (Rallu et al., 2002). Néanmoins, la perte du gène Foxg1, un gène ventral 

comme Shh, résulte en l’échec du développement de l’identité ventrale, et ce, sans possibilité de 

secours par la perte de Gli3 (Martynoga et al., 2005; Hanashima et al., 2007). 

Parallèlement, Foxg1 tire aussi son importance de son habileté à induire l’expression de 

Fgf8, un gène essentiel dans le développement du télencéphale ventral de la souris et du poisson- 

zèbre (Shinya et al., 2001; Gutin et al., 2006; Storm et al., 2006). Ainsi, il est connu que des 

altérations de la signalisation médiée par la famille des gènes FGF peuvent avoir de lourdes 

conséquences développementales. Par exemple, l’ablation de Fgf8 induit une perte de 

l’expression de Nkx2.1 et de Gsh2, respectivement nécessaires au développement de l’EGM et 

l’EGL (Sussel et al., 1999; Toresson and Campbell, 2001; Yun et al., 2003; Martynoga et al., 

2005; Gutin et al., 2006). 

Outre SHH et les FGF, d’autres facteurs importants, tels que l’acide rétinoïque (AR), sont 

aussi impliqués dans le développement de structures dites intermédiaires, c’est-à-dire qui se 
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situent entre le télencéphale ventral et le cortex, comme l’éminence ganglionnaire latérale 

(Marklund et al., 2004). Comme mentionné précédemment, la dystonie est traditionnellement 

attribuée à une altération du striatum, lui-même formé à partir de l’EGL. Or, il se trouve que 

l’AR joue un rôle important dans la spécification intermédiaire des cellules neurales de l’EGL 

par son action sur la signalisation des FGFs et Meis1/2, gène proneuronal de l’EGL (Marklund et 

al., 2004; Rataj-Baniowska et al., 2015). Par ailleurs, il est important de mentionner que l’AR est 

majoritairement produit par l’enzyme RALDH3 au sein de l’EGL, durant les stades 

embryonnaires, et qu’il influence la différenciation des neurones striataux (Toresson et al., 1999; 

Molotkova et al., 2007). 

1.3. Acide rétinoïque 

1.3.1. Importance de l’acide rétinoïque 

L’acide rétinoïque est un dérivé de la vitamine A (rétinol) et représente un élément 

essentiel de la nutrition. En effet, il a une fonction vitale dans le développement de plusieurs 

organes (yeux, cœur, diaphragme, etc.), mais il est aussi particulièrement impliqué dans le 

développement du système nerveux central (Simeone et al., 1995; Maden, 2007; Zieger and 

Schubert, 2017). Par ailleurs, des études in vitro et ex vivo ont aussi montré les effets de la 

vitamine A sur la croissance des neurites de plusieurs types de cellules neuronales en culture, 

mais aussi sur la différenciation neuronale (Edwards and McBurney, 1983; Clagett-Dame et al., 

2006; Jacobs et al., 2011). Ainsi, une régulation précise et dynamique du métabolisme de l’AR 

est nécessaire puisqu’un manque ou un excès dans l’apport journalier en vitamine A peut mener 
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à des conséquences importantes, telles que la cécité, l’hypertension, voire la mort (Cohlan, 1953; 

Lammer et al., 1985; Maden et al., 1998). 

1.3.2. Synthèse et fonction intracellulaire de l’acide rétinoïque 

La synthèse de l’acide rétinoïque commence par l’absorption intestinale du rétinol 

provenant de la consommation. Le rétinol se lie à des protéines sécrétées par le foie, nommées 

RBP4 (Retinol Binding Protein 4), qui assurent son transport jusqu’aux cellules cibles. Un 

transporteur membranaire spécifique, le STRA6, fait ensuite transloquer le rétinol dans le 

cytoplasme des cellules. Ensuite, deux étapes consécutives d’oxydation ont lieu. D’abord, le 

rétinol est converti en rétinaldéhyde par l’alcool déshydrogénase ou la rétinol déshydrogénase, 

deux enzymes oxydoréductrices. Puis, ce rétinaldéhyde est oxydé en AR par la rétinaldéhyde 

déshydrogénase (RALDH). Des protéines cellulaires de liaison à l’AR s’occupent alors de son 

transport nucléaire (Duester, 2008). 

Dans le noyau des cellules cibles, l’AR se lie principalement à des hétérodimères formés 

d’un récepteur à l’acide rétinoïque (RAR) et d’un récepteur X des rétinoïdes (RXR), leurs 

principaux partenaires. Chez les mammifères, il existe 3 types de ces récepteurs nucléaires 

(RARα, RARβ, RARγ), dont les fonctions, les cibles moléculaires et les patrons d’expression 

varient, mais se chevauchent aussi (Dolle, 2009). Suivant l’hétérodimérisation d’un RAR et d’un 

RXR, le complexe RAR-RXR est en mesure de s’attacher à des séquences d’ADN qu’il 

reconnaît en amont du promoteur de plusieurs gènes cibles. Ces motifs d’ADN, nommés 

éléments de réponse à l’AR (ERAR), servent de sites d’amarrage au complexe RAR-RXR qui est 

un facteur de transcription activé par son ligand. Somme toute, suivant sa liaison avec l’AR, le 
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complexe RAR-RXR lié à un ERAR recrute des coactivateurs ou corépresseurs afin de moduler 

l’expression génique (Shen et al., 1993). 

1.3.3. Patrons d’expression des RARs 

Chez la souris, tôt durant la période embryonnaire, Rara semble avoir un patron 

d’expression plutôt diffus au sein du système nerveux central (SNC), ayant été détecté assez 

uniformément dans les régions rostrales du cerveau jusqu’au tronc cérébral (Ruberte et al., 1991; 

Dolle, 2009). Pour sa part, Rarb semble être plus faiblement exprimé et de façon plus 

circonscrite dans des régions plus caudales de l’encéphale, comme le tronc cérébral (Ruberte et 

al., 1991; Dolle, 2009). Finalement, Rarg montre également un patron assez diffus à l’intérieur 

du SNC, surtout en régions plus caudales. 

À partir de E9.5, les patrons d’expression des 3 gènes Rar se modifient. En effet, Rara 

montre un patron d’expression ubiquitaire, ayant été détecté dans la plupart des tissus autant à 

l’intérieur qu’à l’extérieur du SNC. Dans le SNC, l’expression de Rarb augmente et devient 

surtout régionalisée à l’EGL, alors qu’à l’extérieur du SNC, Rarb est détecté dans plusieurs 

tissus, comme l’œil et les intestins. Quant à lui, Rarg voit son expression réduire jusqu’à 

disparaître du SNC, mais demeure assez diffus à l’extérieur dans des régions telles que les 

poumons, le cœur et le cartilage (Dolle, 2009). Ainsi, Rara, Rarb et Rarg sont coexprimés dans 

le tube neural en développement, selon des patrons différents, mais qui se chevauchent dans une 

certaine mesure. Entre autres, ils seraient nécessaires à la bonne segmentation des rhombomères 

par leur action sur les gènes Hox (Ruberte et al., 1991; Dupe et al., 1997; Dupe et al., 1999). De 

plus, bien que Rara et Rarb semblent être tous les deux présents dans le striatum durant une large 
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partie du développement, Rarb y prédomine rapidement et y est spécifique (Ruberte et al., 1993; 

Mollard et al., 2000; Liao and Liu, 2005; Liao et al., 2005). 

Chez la souris adulte, le patron d’expression de Rara et Rarg est détecté dans le SNC de 

manière assez diffuse. Cependant, Rarb demeure celui qui prédomine dans le striatum de la 

souris mature (Krezel et al., 1999). Vu l’expression préférentielle et plus abondante de RARB 

dans le striatum, c’est ce récepteur qui serait responsable de la médiation de la cascade de 

signalisation de l’AR dans cette structure. Son implication dans la locomotion et les fonctions 

cognitives est d’ailleurs connue depuis plusieurs années (Chiang et al., 1998; Krezel et al., 1998). 

1.3.4. RARB 

1.3.4.1. Fonctions de RARB dans le striatum en développement 

Autour du 12e jour développemental embryonnaire (entre E11.5 et E13.5) chez la souris, 

une importante source d’acide rétinoïque est constituée par les cellules postmitotiques de la zone 

sous-ventriculaire de l’EGL qui produisent la RALDH3 (Chatzi et al., 2011). Puis, l’expression 

de la RALDH3 s’estompe progressivement et disparaît de cette région dès la naissance (Li et al., 

2000; Niederreither et al., 2002; Liao et al., 2005; Molotkova et al., 2007; Liao et al., 2008). Par 

la suite, la principale source d’AR dans cette région provient des cellules de l’ATV et de la SNpc 

qui expriment la RALDH1, dont l’expression augmente à la naissance et demeure élevée même 

jusqu’à l’âge adulte. À l’aide de leurs projections dopaminergiques, ces cellules de l’ATV et de 

la SNpc acheminent, par transport antérograde, la RALDH1 aux terminaisons nerveuses qui 

contactent les NEMs du striatum dorsal, leur assurant un apport en AR (McCaffery and Drager, 
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1994; Wallen et al., 1999; Smith et al., 2001; Liao et al., 2005; Crandall et al., 2011; Kumar et 

al., 2012; Sgobio et al., 2017). 

Sommairement, des études d’ablation complète du gène Raldh3 ont montré une ablation 

de l’activité de l’AR et une diminution de l’expression de Rarb et du récepteur D2, chez les 

souris embryonnaires (Molotkova et al., 2007). L’ablation de Raldh3 mène également à une 

altération substantielle de la différenciation des neurones GABAergiques dans le striatum de la 

souris en développement (Chatzi et al., 2011). De plus, la perte du gène Rarb induit une 

réduction de la population de NEMs, exprimant le récepteur dopaminergique de type D1, qui 

serait causée par une prolifération diminuée, de même que par une différenciation prématurée de 

leurs cellules progénitrices (Liao et al., 2008; Rataj-Baniowska et al., 2015). Par ailleurs, le 

débalancement dans la régulation neuronale par RARB serait médié par FGF3 et MEIS1 (Rataj- 

Baniowska et al., 2015). 

1.3.4.2. Fonctions de RARB dans le striatum postnatal 

Dans le striatum postnatal, le rôle de RARB est tout aussi important, car ce récepteur 

reste le RAR exprimé de façon prédominante dans cette région (Krezel et al., 1999). En effet, la 

perte de Rarb engendre des déficits dans la coordination motrice, dans les fonctions cognitives, 

de même qu’une réponse anormale aux agonistes dopaminergiques chez la souris (Chiang et al., 

1998; Krezel et al., 1998; Liao et al., 2008). 

Par ailleurs, il est intéressant de noter que l’expression du récepteur D2 est directement 

influencée par RARB puisqu’un ERAR est présent en amont de ce gène (Samad et al., 1997; 

Valdenaire et al., 1998; Balmer and Blomhoff, 2002; Niewiadomska-Cimicka et al., 2017). Étant 
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une des cibles moléculaires régulées par RARB, cela suggère que les déficits moteurs observés 

chez les souris Rarb-/- pourraient être en partie expliqués par un débalancement de l’équilibre 

D1/D2, présent entre les voies directe et indirecte des ganglions de la base (Samad et al., 1997; 

Krezel et al., 1998; Wolf, 1998; Niewiadomska-Cimicka et al., 2017). Ainsi, la perte de fonction 

du gène RARB pourrait causer ces anomalies par la perturbation des circuits striataux, lors du 

développement du SNC, en affectant la signalisation dopaminergique (Liao et al., 2008; Rataj- 

Baniowska et al., 2015). 

Parallèlement, l’ablation du gène responsable de la seule enzyme produisant l’AR dans le 

striatum de la souris adulte, Raldh1, induit chez cet animal des déficits moteurs empirant avec 

l’âge et il est suggéré que la signalisation déficitaire de l’AR jouerait un rôle dans la dyskinésie, 

chez les patients parkinsoniens (Wey et al., 2012; Pan et al., 2019). De plus, alors que l’AR serait 

nécessaire à la différenciation GABAergique dans l’EGL, la présence de Raldh1 serait aussi très 

importante à la neurotransmission GABAergique dans le striatum de la souris adulte (Chatzi et 

al., 2011; Addae et al., 2012; Kim et al., 2015). 

1.3.4.3. Mutations de RARB dans une forme de dystonie progressive à début précoce 

Des travaux récents de notre laboratoire ont permis de décrire une cohorte de patients 

porteurs de mutations de novo (p.Arg387Cys, p.Arg387Ser, p.Gly296Ala, p.Leu213Pro) dans le 

gène RARB (Srour et al., 2013; Srour et al., 2016). Ces patients présentaient une microphthalmie, 

des anomalies intestinales et des déficits cognitifs. De plus, une caractéristique proéminente de 

leur tableau phénotypique, apparaissant dès l’âge de 1 an, est une régression progressive de leurs 

fonctions motrices qui serait principalement causée par la dystonie. Par des analyses in vitro, il a 
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été observé que ces mutations de novo dans RARB augmentent l’activité transcriptionnelle, 

médiée par l’AR, de 2 à 3 fois au-delà de l’activité endogène du récepteur de type sauvage, 

indiquant alors un mécanisme de gain de fonction (GDF) du récepteur muté (Srour et al., 2013; 

Srour et al., 2016). 

La structure tridimensionnelle de RARB montre que les mutations RARBL213P, 

RARBG296A, RARBR387C et RARBR387S sont localisées à l’intérieur de la pochette de liaison du 

ligand et qu’elles affectent des acides aminés adjacents à ceux établissant un contact direct avec 

l’AR (Germain et al., 2004). Conséquemment, ces mutations de novo pourraient induire un effet 

de GDF en augmentant l’affinité du récepteur pour la liaison à l’AR. Néanmoins, il est aussi 

possible que ces mutations agissent en induisant un changement de conformation de RARB qui 

affecterait le recrutement de coactivateurs (Srour et al., 2013; Srour et al., 2016). 

1.4. Hypothèses et objectifs de recherche 

Les patients porteurs de mutations de type GDF dans RARB présentent une dystonie 

progressive à début précoce, ce qui affecte considérablement leur qualité de vie et peut mener au 

décès (Srour et al., 2013; Srour et al., 2016). La dystonie découle notamment d’une dysfonction 

du striatum, structure cérébrale où RARB est exprimé de façon prédominante durant le 

développement et chez l’adulte. Ainsi, RARB semble jouer 2 rôles importants dans cette région : 

il régule premièrement le développement de neurones épineux moyens exprimant les récepteurs 

dopaminergiques de types D1 et D2, puis sa présence postnatale serait requise pour la régulation 

de la signalisation dopaminergique et/ou la survie des NEMs (Rataj-Baniowska et al., 2015). 
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Bien que le rôle de RARB ait été étudié depuis plusieurs années à l’aide de modèles 

animaux porteurs de mutations induisant une perte de fonction, rien n’est connu concernant la 

fonction in vivo du récepteur portant une mutation GDF. Notre hypothèse est que l’augmentation 

de la signalisation de l’acide rétinoïque induit la dystonie chez les patients porteurs de mutations 

de type GDF dans RARB en affectant le développement et/ou la fonction du striatum, 

possiblement par la perturbation du contrôle homéostatique des mêmes voies moléculaires que 

celles affectées par la diminution de la signalisation médiée par RARB. 

Les objectifs du projet sont donc, d’abord, d’investiguer si des souris portant la mutation 

de type GDF RarbR394C, homologue de la mutation de novo de RARB la plus récurrente 
 
(RARBR387C), montrent un phénotype moteur similaire à celui des patients, puis d’évaluer 

l’intégrité du striatum de ces souris en utilisant des biomarqueurs spécifiques aux neurones des 2 

voies fonctionnelles striatales. 
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Chapitre 2 : Matériel et méthodes 

2.1. Animaux 

2.1.1. Génération de souris transgéniques par la technique CRISPR-Cas9 

Dans le but d’explorer l’impact sur les fonctions motrices et l’intégrité du striatum de la 

mutation R387C du gène RARB, étant la mutation GDF la plus récurrente chez nos patients, nous 

avons utilisé la technique de CRISPR-Cas9 afin de générer des souris transgéniques porteuses de 

la mutation homologue, R394C. Brièvement, le système CRISPR-Cas9 est médié par la protéine 

Cas9, une endonucléase bactérienne capable de reconnaître de courtes répétitions palindromiques 

groupées et régulièrement espacées (CRISPR), c’est-à-dire des séquences fréquemment 

rencontrées dans l’ADN bactérien. Le système CRISPR-Cas9 est un mécanisme de défense 

adaptatif des procaryotes, permettant l’immunisation de l’hôte contre le matériel génétique 

étranger. En effet, l’ADN inconnu est intégré dans les séquences CRISPR, puis est transcrit en de 

petits ARN (acide ribonucléique) interférents qui guident la Cas9 jusqu’aux séquences 

complémentaires invasives, afin qu’elle les clive (Barrangou and Marraffini, 2014). 

Naturellement absent dans les cellules eucaryotes, le système CRISPR-Cas9 a été étudié et est 

désormais exploité dans divers organismes, où il permet d’effectuer des modifications 

génomiques dans les sites de clivage de la Cas9. Conséquemment, il est possible de manipuler 

des séquences d’intérêt dans de nombreux gènes, pourvu qu’ils soient reconnus par la Cas9 (Ran 

et al., 2013). 

Ainsi, à l’aide de cette technique, 2 lignées indépendantes de souris portant la mutation 

homologue R394C ont été produites et maintenues sur un fond génétique de C57BL/6NHsd. Le 

génotypage a été effectué à l’aide de l’enzyme de restriction HpyCH4IV pour les souris de la 1re 

 



(RarbR394C/+) et de la 2e lignée (RarbR394C/+; A392A/+). En effet, en plus de porter la mutation GDF, 

la seconde lignée porte également la mutation A392A, une mutation dite synonyme ou 

silencieuse, car le nucléotide muté au 392e codon ne modifie pas l’acide aminé produit, l’alanine. 

Ainsi, la mutation synonyme A392A ne devrait pas avoir d’impact fonctionnel, mais la 2e lignée 

a tout de même été maintenue et testée, afin de vérifier cette éventualité. Finalement, les 2 

lignées de souris ont été rétrocroisées, indépendamment, pour un minimum de 3 générations 

avant le début des tests. 

2.1.2. Souris utilisées lors des expériences 

Toutes les procédures effectuées lors de ce projet ont été approuvées par le Comité 

Institutionnel de Bonnes Pratiques Animales en Recherche (CIBPAR) du centre de recherche du 

CHU Sainte-Justine, en accord avec les principes éthiques du Conseil Canadien de Protection des 

Animaux (CCPA). Préalablement séparées selon leur lignée et leur sexe, les souris de type 

sauvage (WT) cohabitaient avec les hétérozygotes (HET) et ont été élevées dans des conditions 

d’hébergement standard. Les animaux avaient libre accès à la nourriture et l’eau, ils vivaient à 

une température ambiante de 22-25°C et selon un cycle de 12h de lumière/12h d’obscurité. Pour 

chaque lignée, les souris mutantes constituaient le groupe expérimental et elles étaient comparées 

à leurs congénères WT, représentant le groupe témoin. Dans le cadre de cette étude, les souris 

homozygotes (RarbR394C/R394C) n’ont pas été testées puisqu’elles ne survivent que très peu de 

temps après la naissance. 

Dans l’intention de mesurer les différences dans le phénotype locomoteur entre les 

génotypes, une cohorte de 60 souris a été suivie sur une période de 12 mois. Lors de chaque 
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séance de test comportemental, des souris représentant chacun des deux génotypes, sexes et 

lignées ont été évaluées. Au total, 32 animaux de la 1re lignée, soit 16 WT (Rarb+/+) et 16 HET 

(RarbR394C/+), de même que 28 souris de la 2e lignée, soit 14 WT (Rarb+/+) et 14 HET 

(RarbR394C/+; A392A/+), ont été inclus dans cette partie de l’étude. 

Parallèlement, des études d’immunohistochimie (IHC) ont été menées afin d’élucider 

l’impact cellulaire de la mutation dans les populations neuronales du striatum. Pour ces 

expériences d’IHC, des souris hétérozygotes RarbR394C/+ ont été croisées avec des souris 

Tg(Drd1a-tdTomato) ou Tg(Drd2-GFP), gracieuseté du Dr Louis-Éric Trudeau de l’Université 

de Montréal. Précédemment générées à l’aide de chromosomes bactériens artificiels, ces souris 

expriment le rapporteur tdTomato, une protéine fluorescente rouge (RFP), sous le contrôle du 

promoteur de Drd1a ou alors la protéine fluorescente verte (GFP), sous le contrôle du promoteur 

de Drd2 (Gong et al., 2003; Shuen et al., 2008). Les souris obtenues par ces croisements sont les 

Tg(Drd1a-tdTomato);Rarb+/+ et Tg(Drd1a-tdTomato);RarbR394C/+, de même que les Tg(Drd2- 

GFP);Rarb+/+ et Tg(Drd2-GFP);RarbR394C/+. Compte tenu que les protéines RFP et GFP sont ici 

exprimées selon les promoteurs des récepteurs D1 et D2, respectivement, l’utilisation d’anticorps 

dirigés contre ces protéines fluorescentes est un indicateur de l’intégrité des 2 populations de 

NEMs, car les cellules exprimant la RFP ou la GFP expriment théoriquement aussi le récepteur 

dopaminergique associé, et ce, de manière assez fidèle (Gong et al., 2003; Shuen et al., 2008). 

Les résultats des études d’IHC présentés proviennent d’un total de 14 souris âgées 

d’environ 1 mois (33,9 ± 3,4 jours), soit 6 souris Tg(Drd1a-tdTomato), dont 3 WT (Rarb+/+) et 3 

HET (RarbR394C/+), de même que 8 souris Tg(Drd2-GFP), dont 4 WT (Rarb+/+) et 4 HET 

(RarbR394C/+), où chaque souris HET était associée à une WT provenant de la même portée. 
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2.2. Études comportementales 

2.2.1. Design expérimental 

Afin de comparer les fonctions motrices des souris mutantes RarbR394C/+ et 

RarbR394C/+; A392A/+ à celles de leurs compagnons de cage WT, une série de 5 tests 

comportementaux a été mise en place. Les paradigmes ont été effectués dans un ordre déterminé 

dans le but de minimiser l’impact que chaque test peut avoir sur les résultats des suivants 

(McIlwain et al., 2001). Cette batterie d’expériences débute par le test du champ ouvert (open 

field), puis se poursuit avec celui du rotarod, le test d’empreinte, le test de suspension et, 

finalement, par le test d’équilibre sur poutre (balance beam). De plus, les tests étaient séparés au 

minimum d’une journée de repos, un intervalle permettant aux animaux de récupérer et réduisant 

ainsi l’impact de la fatigue sur leur performance lors des tests suivants (Paylor et al., 2006). 

Sachant que les patients connaissent une régression de leurs fonctions motrices avec le 

temps, la série de 5 tests a été effectuée à 3 moments dans la vie des souris. Ainsi, dans le but 

d’évaluer l’impact de la mutation à long terme, les 60 souris ont effectué la série de 5 paradigmes 

moteurs aux âges de 2 mois, 6 mois et 12 mois. Lors de chacun des paradigmes, des souris de 

chaque génotype, sexe et lignée ont été incluses et l’expérimentateur a testé les animaux sans 

connaissance préalable des génotypes et des lignées. De plus, les souris ont été pesées au début 

de chaque test pour évaluer leur croissance. 

Les rongeurs étant des mammifères nocturnes, la phase active de leur rythme circadien 

débute le soir et se termine en fin de nuit (Roedel et al., 2006). Ainsi, les tests comportementaux 

ont été effectués en soirée, à l’exception du test d’empreintes, pour des raisons pratiques. 

Brièvement, les souris étaient transférées à la salle d’expérimentation, où elles y restaient en 
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habituation pour au moins 1 heure. Les tests débutaient vers 19 heures, soit 1 heure après 

l’extinction des lumières de leur salle d’hébergement. Hormis pour les tests du champ ouvert et 

d’empreintes qui se déroulaient en condition de luminosité standard (550-600 lux), les trois 

autres tests se déroulaient en condition d’obscurité, où une lumière rouge (25-30 lux) permettait 

à l’expérimentateur de voir ses manipulations, sans pour autant perturber l’activité des animaux 

puisqu’ils sont beaucoup moins sensibles à la couleur rouge que l’humain (Studholme et al., 

2013; Peirson et al., 2018). 

2.2.2. Le test du champ ouvert 

Le test du champ ouvert (open field) permet d’observer le comportement naturel de 

l’animal lorsqu’il se retrouve en terrain découvert. Il renseigne donc sur l’activité ambulatoire 

générale de l’animal, sa tendance à l’exploration d’un nouvel environnement, la présence de 

comportements stéréotypés, etc. De plus, ce paradigme apporte certaines informations qui 

peuvent parfois déceler un certain degré d’anxiété (Crawley and Paylor, 1997; Glynn et al., 

2003; Karl et al., 2003). Physiquement, le test se déroule dans une boîte ouverte formant une 

arène carrée de 45 x 45 cm de surface (2025 cm2). Cette superficie est divisée en deux zones, soit 

la périphérie (1125 cm2) et le centre (900 cm2). Ce paradigme se déroule en condition de 

luminosité standard, imitant ainsi le conflit naturel des rongeurs entre leur tendance intrinsèque à 

vouloir explorer un nouvel environnement et leur propension à vouloir éviter les endroits éclairés 

et à découvert (DeFries et al., 1966; Crawley, 1985). 

Lors du test, l’individu est déposé au centre du champ ouvert et est libre de se déplacer à 

sa guise durant 10 minutes. Une caméra située au-dessus de l’arène enregistre la scène et permet 
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de suivre les déplacements de l’animal, à l’aide du logiciel SMART 3.0 (Panlab, Harvard 

Apparatus) qui détecte et suit le centre de masse de la souris. Le temps passé dans les différentes 

zones, de même que la distance totale parcourue sont utilisés pour évaluer la locomotion des 

animaux. À la fin, la souris est remise dans sa cage et l’arène du champ ouvert est lavée 

précautionneusement avec de l’éthanol 70%, afin d’éviter l’influence que peut avoir l’odeur sur 

le comportement des animaux suivants (Arakawa et al., 2008). 

2.2.3. Le test du rotarod 

Le test du rotarod renseigne sur la coordination générale d’un animal et est l’un des tests 

locomoteurs les plus utilisés (Crawley and Paylor, 1997; Carter et al., 2001; Karl et al., 2003; 

Gantois et al., 2007). Sommairement, le rotarod (Cat. #47600, Ugo Basile S.R.L., Italy) consiste 

en un appareil formé d’un cylindre rotatif surélevé. Des disques séparent ce rotor en 5 sections et 

permettent ainsi de tester plusieurs individus à la fois, évitant donc tout contact entre eux. Les 

souris doivent se maintenir sur le rotor allant à vitesse constante ou accélérée jusqu’à ce qu’elles 

tombent doucement sur une plateforme reliée à un chronomètre, située au-dessous. 

Le test s’effectue en 2 phases, soit 2 journées consécutives d’entraînement et le véritable 

test la 3e journée. Lors de l’entraînement, les sujets apprennent à se maintenir sur le rotor, 

tournant à la vitesse constante de 24 révolutions par minute (RPM), pour une durée de 120 

secondes. Pendant ce délai, chaque fois que l’animal tombe du rotor, il y est replacé afin de 

l’habituer à s’y maintenir le plus longtemps possible. Le dernier jour, le rotor tourne de façon 

accélérée, soit de 4 à 40 RPM, pour une durée de 300 secondes. Lorsqu’une souris tombe, elle 

est retournée à sa cage et le temps affiché sur le chronomètre est pris en note. Un intervalle de 10 
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minutes, avant le prochain essai, permet à la souris de se reposer. Le résultat final d’un animal 

provient de la moyenne des mesures de 3 essais. 

2.2.4. Le test d’empreintes 

Le test d’empreintes permet d’évaluer la coordination et l’équilibre des individus par 

l’analyse de leur démarche (Carter et al., 1999; Carter et al., 2001; Gantois et al., 2007). Le 

paradigme s’effectue sur 2 jours consécutifs et, pour des raisons pratiques, se déroule le jour, en 

condition de luminosité standard. Un expérimentateur maintient une souris immobile, alors 

qu’un second applique différentes gouaches non toxiques, bleue et orange, respectivement sur les 

pattes avant et arrière de l’animal. Ensuite, la souris est déposée sur une feuille de papier blanc, 

située dans une boîte rectangulaire (50 cm X 10 cm X 10 cm), et se déplace jusqu’à l’autre 

extrémité en y laissant ses empreintes de pattes. Pour terminer le test, l’animal doit effectuer au 

moins 2 tracés valides, c’est-à-dire lorsqu’il se déplace sans s’arrêter d’un bout à l’autre de la 

feuille. Enfin, la souris est déposée dans une cage propre pour 5-10 minutes, ce qui lui permet de 

nettoyer les résidus excédentaires de peinture, avant d’être retournée à sa cage d’hébergement. 

Plus tard, lorsque les empreintes ont séché, un expérimentateur mesure la longueur des 

enjambées avant et arrière, la largeur de la base avant et arrière, de même que le chevauchement 

des empreintes. En effet, lors de la démarche normale, le chevauchement décrit la tendance 

naturelle des souris à positionner leurs pattes arrière à l’endroit où leurs pattes avant s’étaient 

précédemment placées. Ainsi, il s’agît d’une mesure de l’exactitude du positionnement des pattes 

et elle renseigne sur l’uniformité de leur alternance (Carter et al., 2001). Les résultats représentés 

ont été obtenus suite à la moyenne d’au moins 5 mesures par paramètre. 
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2.2.5. Le test de suspension à quatre pattes 

Le test de suspension à quatre pattes est une méthode non invasive d’interroger les 

fonctions motrices globales de l’animal (Karl et al., 2003; Carlson et al., 2010). Ce paradigme est 

effectué à l’aide d’un couvercle grillagé recouvrant normalement les cages de souris. Dans le but 

de standardiser la zone de suspension, du ruban adhésif a été appliqué sur le grillage pour 

délimiter un carré de 10 x 10 cm (100 cm2). En bref, l’expérimentateur dépose l’animal sur la 

zone grillagée, puis agite délicatement le couvercle pour s’assurer que la souris s’y agrippe bien. 

Ensuite, le couvercle est retourné et maintenu, à l’aide de supports, à une hauteur de 30 cm au- 

dessus de la litière, une distance qui permet à l’animal de retomber sur ses pattes sans se blesser. 

Pour chacun des 3 essais, séparés d’un intervalle de 10 minutes de repos, l’expérimentateur 

chronomètre la durée de suspension de l’animal, pour laquelle aucun temps limite n’est imposé. 

Néanmoins, la masse corporelle d’une souris pouvant influencer son temps de suspension 

maximal, il est possible de multiplier ces deux variables afin d’obtenir une appréciation de 

l’impulsion (holding impulse) qui est déployée par l’animal pour s’opposer à la force 

gravitationnelle. En physique, l’impulsion équivaut à l’intégrale d’une force, F, qui est appliquée 

sur un intervalle de temps donné, t. Il est possible de simplifier l’équation pour l’appliquer au test 

de suspension à quatre pattes, tel que : 

𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼 = 𝐹𝐹𝐹𝐹𝐼𝐼𝐼𝐼𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹 𝑋𝑋𝑋𝑋 
 

𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼 𝑑𝑑𝑑𝑑𝐹𝐹𝐹𝐹 𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐹𝐹𝐹𝐹𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼 = 𝐼𝐼𝐼𝐼𝑚𝑚𝑚𝑚𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼 𝑋𝑋𝑋𝑋 𝑡𝑡𝑡𝑡𝐹𝐹𝐹𝐹𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼 
 

Cette mesure, exprimée en Newtons*seconde, permet de normaliser les scores afin de 

tenir compte qu’un animal plus lourd doive développer davantage de tension musculaire 
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(impulsion) pour s’opposer à la gravité pour un temps donné (Carlson et al., 2010; van Putten et 

al., 2012). 

2.2.6. Le test d’équilibre sur poutre 

Le test de la poutre d’équilibre (balance beam) est effectué dans le but d’évaluer 

l’équilibre et la coordination des animaux, de façon complémentaire au test du rotarod (Carter et 

al., 2001). Le montage (TS0806-M, RPC OpenScience Ltd, Russia) est constitué d’une poutrelle 

surélevée de 100 cm de longueur (graduée à chaque 5 cm), dont la largeur diminue 

progressivement (initiale = 4 cm; finale = 0,5 cm) avec la distance afin d’augmenter la difficulté 

graduellement. 

Lors du test, la performance de l’animal étant filmée, celui-ci est déposé sur le bout le 

plus large de la poutrelle et doit la traverser jusqu’à une boîte située de l’autre côté. 

L’entraînement et le test se déroulent sur 2 jours consécutifs, où l’animal effectue 2 fois 2 essais 

par jour, séparés d’un intervalle de repos minimal de 10 minutes. À l’aide des vidéos, la latence 

pour traverser la poutre est chronométrée. De plus, lorsqu’une patte de l’animal glisse de la 

poutrelle, le nombre total de glissements lors de la traversée, de même que la distance à laquelle 

se produit le 1er glissement de patte sont pris en note. Les mesures présentées proviennent de la 

moyenne des essais finaux (Carter et al., 2001; Brooks and Dunnett, 2009). 
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2.3. Études immunohistochimiques 

2.3.1. Préparation des coupes cérébrales 

Tout d’abord, les animaux ont été anesthésiés par voie intrapéritonéale avec un mélange 

de kétamine (100 mg/kg) et xylazine (10 mg/kg), avant d’être perfusés de façon transcardiaque à 

l’aide d’une solution saline (0.9% NaCl) suivie d’une solution de fixation de paraformaldéhyde 

(PFA, 4% dans 0,1 M PBS, pH = 7,4). Les cerveaux ont alors été prélevés, puis fixés à 4°C dans 

la solution de PFA pendant toute une nuit. Par la suite, les cerveaux ont été cryoprotégés en les 

submergeant dans une solution à 30% de sucrose, pendant la nuit à 4°C, puis inclus dans un bloc 

d’OCT (Tissue-Tek O.C.T. Compound, Sakura), un composé de préservation structurelle, avant 

d’être congelés et maintenus à -80°C. Finalement, des tranches coronales de 40 µm d’épaisseur 

ont été sectionnées à l’aide d’un cryostat (Leica CM1950) et gardées dans des puits emplis d’une 

solution saline tamponnée au phosphate (PBS) jusqu’à leur utilisation. 

2.3.2. Anticorps et microscopie confocale 

Pour les études d’IHC par tranches flottantes (free-floating), des sections adjacentes 

provenant de la partie rostrale du striatum (1,94 mm antérieur au Bregma jusqu’à 0,22 mm 

postérieur au Bregma) ont été sélectionnées (Paxinos and Franklin, 2004). Premièrement, les 

tranches ont été incubées dans une solution de blocage au sérum normal de chèvre (NGS à 10%, 

1% triton, PBS 1X), pendant 1h30 à température ambiante. Ensuite, pendant la nuit à 4°C, les 

tranches de cerveaux ont été incubées dans une solution (5% NGS, 0,1% triton et PBS 1X) 

contenant divers anticorps primaires. Selon le contexte, l’anticorps de lapin anti-RFP (600-401- 

379S, Rockland, 1:1000), pour les tranches Drd1a-tdTomato, ou l’anticorps de poulet anti-GFP 
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(AB16901, Millipore, 1:2000), pour les tranches Drd2-GFP, ont été utilisés. Aussi, l’anticorps de 

souris anti-NeuN (MAB377, Millipore, 1:1000) a été utilisé pour toutes les tranches afin d’être 

en mesure de détecter les cellules neuronales. Le lendemain, les tranches flottantes ont été lavées 

dans du PBS 1X, pendant 10 minutes et à 3 reprises, avant d’être incubées dans une solution (5% 

NGS, 0,1% triton et PBS 1X) contenant les anticorps secondaires, pour une durée de 1h30 à 

température ambiante. Les anticorps secondaires de chèvre ont été choisis relativement aux 

anticorps primaires qu’ils devaient reconnaître, soit l’anti-lapin conjugué à un Alexa Fluor 555 

(A21430, Invitrogen, 1:1000), l’anti-poulet conjugué à un Alexa Fluor 488 (ab150169, Abcam, 

1:1000) et l’anti-souris conjugué à un Alexa Fluor 633 (A21053, Invitrogen, 1:1000). De plus, 

les tranches ont à nouveau été lavées 10 minutes dans du PBS 1X, à 3 reprises, avant d’être 

montées sur lames de microscope, dans un milieu de montage Vectashield (Vector laboratories). 

Finalement, un striatum entier de chaque tranche a été imagé par carrelage (tiling) à l’aide d’un 

microscope confocal à balayage laser (Leica TCS SP8). 

2.3.3. Quantifications cellulaires 

Afin de comparer les 2 populations de NEMs entre les souris WT et les souris portant la 

mutation RarbR394C/+, le nombre de cellules marquées par les différents anticorps a été mesuré, 

sans connaissance préalable des génotypes et des sexes. Pour toutes les images, le signal 

provenant de chaque canal a d’abord été analysé individuellement, afin de caractériser la 

distribution de tous les neurones (NeuN+), des neurones exprimant le récepteur D1 (RFP+) et des 

neurones exprimant le récepteur D2 (GFP+), puis les canaux combinés ont été analysés pour 

identifier les cellules doublement marquées. Bien que NeuN n’est pas spécifique aux NEMs, il 
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en offre une approximation fiable puisque ces derniers constituent >90% de la population 

neuronale de cette région (Shuen et al., 2008; Matamales et al., 2009; Gerfen and Surmeier, 

2011). 

À l’aide du logiciel Neurolucida (MBF Bioscience), les cellules RFP+, GFP+ et NeuN+ 

ont été automatiquement comptées, suivi d’une inspection visuelle. Ensuite, les neurones 

doublement marqués (RFP+-NeuN+ ou GFP+-NeuN+) ont été comptés manuellement afin 

d’évaluer la colocalisation des marqueurs. Pour ces quantifications cellulaires, le striatum dorsal 

a été préalablement divisé en 4 quadrants, au centre desquels une boîte d’échantillonnage 

(250 µm x 250 µm) a été positionnée. Pour chaque tranche, la moyenne des comptes cellulaires 

provenant des 4 boîtes d’échantillonnage a été effectuée, alors que les résultats finaux d’un 

animal expriment la moyenne des mesures obtenues de 3 tranches adjacentes. 

2.4. Analyses statistiques 

Les résultats présentés dans ce rapport sont des moyennes ± l’erreur type de la moyenne 

(SEM), où le seuil afin d’établir un effet significatif a été choisi comme étant p < 0,05, et ont été 

analysés à l’aide du logiciel Prism 6 (GraphPad Software Inc., Californie). Des analyses de 

variance (ANOVA) à mesures répétées à deux facteurs, « Génotype » et « Âge » ont été 

effectuées afin de comparer l’effet de la mutation et de l’âge sur les paramètres des tests 

comportementaux. Les différences entre les génotypes, aux divers âges, ont été déterminées à la 

suite de tests post hoc de comparaisons multiples de Bonferroni. Finalement, les analyses 

statistiques relatives aux expériences immunohistochimiques ont été effectuées à l’aide de tests 

de t indépendants suivis de la correction de Welch. Aussi, les différences dans la fréquence 

48 

 



d’observation de microphthalmie entre les génotypes des 2 lignées ont été évaluées à l’aide de 

tests exacts de Fisher. Finalement, les séries de données incomplètes, provenant de souris 

décédées en cours d’étude, ont été omises des analyses statistiques. 
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Chapitre 3 : Résultats 

3.1. Phénotype des animaux 

3.1.1. La mutation R394C influence la masse corporelle des souris au cours du 

développement 

Il est tout d’abord important de mentionner que les souris RarbR394C/+ et 

RarbR394C/+; A392A/+ sont viables, fertiles et ne présentent pas un taux de mortalité différent de 

celui de leurs congénères WT au cours de la première année de vie. En effet, seulement 5 souris 

WT et 3 souris mutantes sont décédées durant la période d’expérimentation comportementale. 

Sachant que la masse corporelle est un facteur pouvant avoir un impact sur la 

performance motrice des souris, nous avons pesé les animaux au cours du temps afin de 

comparer l’évolution de leur gain de masse corporelle (Kudwa et al., 2013). Pendant leur 

développement, la masse corporelle des souris HET des 2 lignées est comparable à celle des WT 

à 2 mois, par contre, elle est significativement diminuée à 6 mois et 12 mois (figure 2, A-A’). En 

effet, pour la masse des souris des 2 lignées, des ANOVAs à mesures répétées montrent qu’il y a 

un effet significatif de l’âge (F2,60 ≥ 218,7; p < 0,0001), du génotype (F1,30 ≥ 17,36; p ≤ 0,0002), 

de même qu’une interaction entre les 2 facteurs (F2,60 ≥ 5,357; p ≤ 0,0072). Ainsi, bien que l’âge 

des souris ait une influence sur le développement de leur masse corporelle, la présence de la 

mutation R394C induit une différence significative entre les HET et les WT des 2 lignées au 6e et 

au 12e mois (figure 2, A-A’; t ≥ 4,00; p ≤ 0,0004). 

 



3.1.2. La mutation R394C augmente la fréquence de la microphthalmie chez les souris 

Comme les patients porteurs de mutations dans RARB présentent une microphthalmie, 

caractérisée par des globes oculaires dont la taille est sous la normale, nous avons voulu évaluer 

si cette condition ophtalmologique est présente chez les souris porteuses de la mutation R394C 

(Srour et al., 2013; Srour et al., 2016). Il faut mentionner que la microphthalmie est une 

condition qui apparaît naturellement, à faible fréquence, chez les souris possédant le fond 

génétique C57BL/6 (Smith et al., 1994). Ainsi, dans le but d’évaluer une différence dans la 

fréquence d’apparition de microphthalmie entre les souris WT et mutantes, nous avons 

visuellement inspecté la morphologie des yeux de nos animaux afin d’y détecter la présence de la 

condition. Visuellement, il est facile de déterminer si une souris est atteinte ou non par cette 

condition, car il y a une différence notable de la taille des globes oculaires (figure 2, B). Lorsque 

l’on représente et analyse la proportion de souris aux yeux non atteints comparée à celle des 

souris ayant une microphthalmie à l’aide de tests exacts de Fisher, il est possible de noter 

certaines différences significatives. En effet, il y a un effet significatif du génotype sur la 

fréquence de la condition chez les souris des 2 lignées (figure 2, C-C’; p < 0,0001). Ainsi, tout 

comme les patients, les souris mutantes sont plus fréquemment atteintes de microphthalmie, ce 

qui rappelle le rôle important que joue le gène RARB dans l’organogenèse, notamment au sein de 

l’oeil (Ghyselinck et al., 1997). 
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Figure 2. Données anatomiques des souris mutantes. La masse corporelle des souris de la 1re 

lignée (A) et de la 2e lignée (A’). Photographies représentatives d’une souris aux yeux non 
atteints (B, panneau du haut) et d’une souris affectée par la microphthalmie (B, panneau du bas), 
de même que la fréquence de microphthalmie chez les souris de la 1re lignée (C) et de la 2e lignée 
(C’). (A-A’) 1re lignée (RarbR394C/+) : n = 14 WT, 15 HET; 2e lignée (RarbR394C/+; A392A/+) : n = 11 
WT, 14 HET. (C-C’) 1re lignée : n = 16 WT, 15 HET; 2e lignée : n = 12 WT, 14 HET. 
Indépendamment pour chaque lignée, les génotypes ont été comparés à l’aide d’ANOVAs à 
mesures répétées à 2 facteurs (Génotype, âge) suivies de comparaisons multiples de Bonferroni. 
Les fréquences de microphthalmie ont été comparées à l’aide du test exact de Fisher. ***, p < 
0,001; ****, p < 0,0001 comparativement aux compagnons de cage WT. ns : non significatif. 

52 

 



3.2. Tests comportementaux 

3.2.1. La mutation R394C augmente la locomotion dans le champ ouvert 

Étant donné que la dystonie est une pathologie du mouvement et qu’elle est un phénotype 

proéminent des patients porteurs de mutations GDF dans RARB, nous avons évalué la 

locomotion globale des souris mutantes à l’aide du paradigme du champ ouvert (Srour et al., 

2013; Srour et al., 2016). Comme mentionné précédemment, ce test renseigne sur l’activité 

ambulatoire générale d’un animal, de même que sa tendance à l’exploration d’un nouvel 

environnement (Crawley and Paylor, 1997; Karl et al., 2003). Par ailleurs, il est connu que les 

souris dont la fonction de Rarb a été abolie présentent des anomalies locomotrices dans ce 

paradigme (Krezel et al., 1998). Ainsi, la distance parcourue dans chaque zone, de même que la 

distance totale, ont été mesurées afin d’établir le niveau d’activité ambulatoire des souris, à 

chacun des 3 âges (figure 3). 

En premier lieu, en ce qui a trait à la distance parcourue en périphérie par les souris des 2 

lignées, des ANOVAs à mesures répétées montrent qu’il y a un effet significatif de l’âge (F2,60 ≥ 

12,31; p < 0,0001) et du génotype (F1,30 ≥ 27,48; p < 0,0001). Pour les 2 lignées, la distance 

parcourue en périphérie par les souris hétérozygotes était supérieure à celle des WT, cette 

différence étant présente aux trois âges chez la 1re lignée (figure 3, A; t ≥ 2,86; p ≤ 0,016), alors 

qu’elle n’apparait qu’aux 6e et 12e mois chez la 2e lignée (figure 3, A’; t ≥ 4,18; p ≤ 0,0002). 

Parallèlement, les souris mutantes parcourent une plus grande distance que leurs congénères dans 

la zone centrale, et ce, pour les souris des 2 lignées. D’ailleurs, des ANOVAs à mesures répétées 

montrent qu’il y a un effet significatif de l’âge (F2,60 ≥ 43,58; p < 0,0001), de même qu’une 

interaction entre l’âge et le génotype (F2,60 ≥ 3,723; p ≤ 0,030). Cependant, cette différence n’est 
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présente qu’à 6 mois chez la 1re lignée (figure 3, B; t = 3,05; p = 0,0090), alors qu’elle apparait 

aux 6e et 12e mois chez la 2e lignée (figure 3, B’; t ≥ 2,69; p ≤ 0,026). Finalement, la distance 

totale parcourue est supérieure chez les souris mutantes (figure 3, C-C’). En effet, pour la 

distance totale parcourue par les souris des 2 lignées, des ANOVAs à mesures répétées montrent 

qu’il y a un effet significatif de l’âge (F2,60 ≥ 33,49; p < 0,0001) et du génotype (F1,30 ≥ 26,06; 

p < 0,0001). Par ailleurs, cette différence est présente aux trois âges chez la 1re lignée (figure 3, 

C; t ≥ 3,00; p ≤ 0,011), alors qu’elle n’apparait qu’aux 6e et 12e mois chez la 2e lignée (figure 3, 

C’; t ≥ 4,57; p < 0,0001). 
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Figure 3. Activité ambulatoire des souris mutantes lors du paradigme du champ ouvert. La 
distance parcourue dans la zone périphérique par les souris de la 1re lignée (A) et de la 2e lignée 
(A’). La distance parcourue dans la zone centrale par les souris de la 1re lignée (B) et de la 2e 

lignée (B’). La distance totale parcourue par les souris de la 1re lignée (C) et de la 2e lignée (C’). 
(A-C’) 1re lignée (RarbR394C/+) : n = 16 WT, 16 HET; 2e lignée (RarbR394C/+; A392A/+) : n = 13 WT, 
14 HET. Indépendamment pour chaque lignée, les génotypes ont été comparés à l’aide 
d’ANOVAs à mesures répétées à 2 facteurs (Génotype, âge) suivies de comparaisons multiples 
de Bonferroni. *, p < 0,05; **, p < 0,01; ***, p < 0,001; ****, p < 0,0001 comparativement aux 
compagnons de cage WT. ns : non significatif. 

55 

 



3.2.2. La mutation R394C augmente le temps passé en mouvement dans le champ ouvert 

Chez d’autres modèles murins de dystonie, ce phénomène d’hyperactivité, pouvant 

s’exprimer par une plus grande distance parcourue, mais également par une plus grande 

proportion du temps passé en mouvement, a aussi été observé (Glynn et al., 2005; Gantois et al., 

2007). Dans le but d’évaluer la présence de ces différences temporelles dans le champ ouvert, 

nous avons tout d’abord comparé le pourcentage de temps passé dans chaque zone. Pour les 

souris des 2 lignées, il n’y a pas de différence entre les WT et les HET dans le temps passé en 

périphérie, car des ANOVAs à mesures répétées montrent qu’il y a un effet significatif de l’âge 

(F2,60 ≥ 5,734; p ≤ 0,0053), mais aucun effet du génotype (F1,30 ≤ 1,482; p ≥ 0,23). En effet, il n’y 

a aucune différence significative entre les génotypes, et ce, à aucun des 3 âges (figure 4, A-A’; t 

≤ 1,27; p ≥ 0,63). Aussi, ce même phénomène peut être observé dans la zone centrale, pour 

laquelle des ANOVAs à mesures répétées montrent qu’il y a également un effet significatif de 

l’âge (F2,60 ≥ 5,735; p ≤ 0,0053), mais aucun effet du génotype (F1,30 ≤ 1,483; p ≥ 0,23). Pour les 

souris des 2 lignées, il n’y a aucune variation significative entre les génotypes, et ce, à aucun des 

3 âges (figure 4, B-B’; t ≤ 1,27; p ≥ 0,63). 

En contrepartie, lorsque l’on compare la proportion du temps passé à être immobile, il est 

possible de noter que les mutantes des 2 lignées passent moins de temps à rester immobiles, 

indiquant qu’elles sont plus longtemps en mouvement comparativement aux WT. Effectivement, 

pour le temps passé à rester immobile dans l’ensemble du champ ouvert par les souris des 2 

lignées, des ANOVAs à mesures répétées montrent qu’il y a un effet significatif de l’âge (F2,60 ≥ 

47,02; p < 0,0001), du génotype (F1,30 ≥ 26,82; p < 0,0001), de même qu’une interaction entre les 

2 facteurs (F2,60 ≥ 4,748; p ≤ 0,012). Similairement pour les 2 lignées, il y a une différence 

significative entre les génotypes aux 6e et 12e mois (figure 4, C-C’; t ≥ 4,23; p ≤ 0,0002). 
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Figure 4. Proportion du temps passé dans chaque zone et passé immobile des souris 
mutantes lors du paradigme du champ ouvert. Le pourcentage du temps passé dans la zone 
périphérique par les souris de la 1re lignée (A) et de la 2e lignée (A’). Le pourcentage du temps 
passé dans la zone centrale par les souris de la 1re lignée (B) et de la 2e lignée (B’). Le 
pourcentage du temps passé à rester immobile dans l’ensemble de l’arène par les souris de la 1re 

lignée (C) et de la 2e lignée (C’). (A-C’) 1re lignée (RarbR394C/+) : n = 16 WT, 16 HET; 2e lignée 
(RarbR394C/+; A392A/+) : n = 13 WT, 14 HET. Indépendamment pour chaque lignée, les génotypes 
ont été comparés à l’aide d’ANOVAs à mesures répétées à 2 facteurs (Génotype, âge) suivies de 
comparaisons multiples de Bonferroni. ***, p < 0,001; ****, p < 0,0001 comparativement aux 
compagnons de cage WT. ns : non significatif. 
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3.2.3. La mutation R394C induit une coordination déficitaire lors du test du rotarod 

Sachant que la dystonie est définie par une infiltration de mouvements involontaires 

venant parasiter les mouvements volontaires, nous avons voulu évaluer la présence de déficits 

dans la coordination des souris mutantes. Le test du rotarod représente un bon indicateur de la 

coordination générale d’un animal et il est l’un des tests locomoteurs les plus utilisés (Crawley 

and Paylor, 1997; Carter et al., 2001; Karl et al., 2003). D’autant plus, il est connu que les souris 

dont la fonction de Rarb a été abolie présentent de lourdes anomalies locomotrices lors de ce 

paradigme (Krezel et al., 1998). Effectivement, à la manière des souris ayant une perte de 

fonction de Rarb, nos souris mutantes portant la mutation de GDF exhibent une coordination 

déficitaire, reflétée par une diminution marquée de la latence à tomber du rotarod, et ce, aux 3 

âges testés et pour les 2 lignées (figure 5). De cette façon, des différences significatives sont 

visibles dans la latence avant de tomber du rotor en accélération, entre les souris WT et les 

mutantes, des ANOVAs à mesures répétées montrant qu’il y a un effet de l’âge (F2,58 ≥ 34,83; p 

< 0,0001), du génotype (F1,29 ≥ 49,46; p < 0,0001) et que ces différences sont significatives entre 

les génotypes tout au long du développement des souris (figure 5, A-A’; t ≥ 3,28; p ≤ 0,0049). 
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Figure 5. Performance des souris mutantes lors du test du rotarod en vitesse accélérée. La 
latence moyenne avant de tomber du rotor, accélérant de 4 à 40 RPM sur une période de 5 
minutes, par les souris de la 1re lignée (A) et de la 2e lignée (A’). (A-A’) 1re lignée (RarbR394C/+) : 
n = 16 WT, 15 HET; 2e lignée (RarbR394C/+; A392A/+) : n = 12 WT, 14 HET. Indépendamment pour 
chaque lignée, les génotypes ont été comparés à l’aide d’ANOVAs à mesures répétées à 2 
facteurs (Génotype, âge) suivies de comparaisons multiples de Bonferroni. **, p < 0,01; ****, p 
< 0,0001 comparativement aux compagnons de cage WT. 
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3.2.4. Impact de la mutation R394C sur les paramètres de la démarche 

Ayant remarqué que nos souris mutantes présentaient un dandinement lors de leur 

déplacement, nous avons ainsi voulu comparer les paramètres de leur démarche à celle de leurs 

congénères WT (figure 6, A). Le test d’empreintes permet l’évaluation de la coordination et de 

l’équilibre des individus par l’analyse de leur démarche (Carter et al., 2001). Ce test, faisant 

ressortir les anomalies dans le patron de la démarche, est couramment utilisé chez les modèles 

murins de pathologies du mouvement, tels que la dystonie, l’ataxie et même pour la MH (Carter 

et al., 1999; Glynn et al., 2005; Gantois et al., 2007). Globalement, de multiples différences 

significatives font surface chez les souris mutantes lorsque l’on compare les mesures de 

différents paramètres de leur démarche (figure 6). 

Tout d’abord, comparativement aux WT, il y a une réduction de la distance séparant les 

pattes avant chez les mutants des 2 lignées. D’ailleurs, il y a un effet significatif de l’âge (F2,56 ≥ 

5,023; p ≤ 0,011) et du génotype (F1,28 ≥ 10,93; p ≤ 0,0026) sur la largeur de la base avant des 

souris, où des comparaisons multiples montrent aussi des écarts significatifs entre les génotypes 

aux 6e et 12e mois pour la 1re lignée (figure 6, B; t ≥ 3,10; p ≤ 0,0079), de même qu’aux 3 âges 

pour la 2e lignée (figure 6, B’; t ≥ 2,70; p ≤ 0,027). Paradoxalement, ce changement dans la 

largeur de la base avant n’est pas accompagné d’une variation au niveau de la base arrière. En 

effet, il n’y a pas de différence entre les génotypes dans la distance séparant les pattes arrière, 

excepté d’une légère réduction uniquement présente chez les souris mutantes de la 2e lignée à 12 

mois (figure 6, C-C’). Cela est représenté par la présence d’un effet significatif de l’âge (F2,56 ≥ 

38,79; p < 0,0001), mais sans effet du génotype (F1,28 ≤ 1,229; p ≥ 0,28). 
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Par la suite, en ce qui a trait à la longueur des enjambées des pattes avant et arrière, le test 

d’empreintes révèle une réduction significative de ces 2 paramètres chez les mutantes des 2 

lignées, et ce, tout au cours de leur vie. Ainsi, cette diminution des enjambées avant des mutantes 

(figure 6, D-D’; t ≥ 2,91; p ≤ 0,014) indique la présence d’un effet significatif de l’âge (F2,56 ≥ 

3,916; p ≤ 0,026) et du génotype (F1,28 ≥ 17,21; p ≤ 0,0003). Parallèlement, le raccourcissement 

des enjambées des pattes arrière des mutants (figure 6, E-E’; t ≥ 3,08; p ≤ 0,0085) montre 

également l’existence d’un effet significatif du génotype (F1,28 ≥ 17,13; p ≤ 0,0003). 

Finalement, nous avons évalué l’exactitude du chevauchement des pas puisque des 

différences ont été observées chez d’autres modèles de pathologies du mouvement. Par exemple, 

certains déficits moteurs comme la MH affectent la démarche de la souris et rendent ses pas plus 

variables, se reflétant par un plus grand écart entre les empreintes appariées, donc par un plus 

faible chevauchement (Carter et al., 1999). Contrairement au modèle murin de la MH testé dans 

l’étude précédente, nos souris modélisant une dystonie causée par le GDF de Rarb ne présentent 

aucune différence avec leurs congénères WT dans le chevauchement de leurs pas, et ce, à aucun 

des 3 stades évalués (figure 6, F-F’; t ≤ 1,51; p ≥ 0,41). Ceci se reflète par l’absence d’effet du 

génotype (F1,28 ≤ 1,070; p ≥ 0,31), bien qu’un effet de l’âge soit noté (F2,56 ≥ 11,69; p < 0,0001). 

Globalement, bien qu’un effet de l’âge existe au sein de la largeur des bases, de la 

longueur des enjambées et du chevauchement, un effet du génotype n’aurait lieu que pour la 

largeur de la base avant et la longueur des enjambées, désignant l’influence de la mutation 

R394C sur ces paramètres en particulier. Bien que contre-intuitif, la présence d’une différence de 

la base avant couplée à un manque de changement dans la base arrière est compatible avec les 

résultats d’autres études menées chez un modèle murin de la MH avec des déficits moteurs 

progressifs (Carter et al., 1999; Pallier et al., 2009). 
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Figure 6. Analyse des paramètres de la démarche des souris lors du test d’empreintes. 
Schématisation des paramètres mesurés sur un tracé représentatif (A). La largeur des bases avant 
et arrière, la longueur des enjambées avant et arrière, de même que le chevauchement des pattes 
pour les souris de la 1re lignée (B,C,D,E,F) et de la 2e lignée (B’,C’,D’,E’,F’). (B-F’) 1re lignée 
(RarbR394C/+) : n = 15 WT, 15 HET; 2e lignée (RarbR394C/+; A392A/+) : n = 11 WT, 13 HET. 
Indépendamment pour chaque lignée, les génotypes ont été comparés à l’aide d’ANOVAs à 
mesures répétées à 2 facteurs (Génotype, âge) suivies de comparaisons multiples de Bonferroni. 
*, p < 0,05; **, p < 0,01; ***, p < 0,001; ****, p < 0,0001 comparativement aux compagnons de 
cage WT. ns : non significatif. 
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3.2.5. La mutation R394C n’affecte pas le tonus musculaire général des mutants 

Étant donné que la dystonie affecte l’activité musculaire de divers muscles, nous avons 

voulu évaluer la condition musculaire de nos souris avec l’objectif de détecter la présence 

potentielle de différences dans leur force ou leur tonus et, le cas échéant, leur contribution au 

phénotype locomoteur mesuré lors des autres tests. Ainsi, le test de suspension à 4 pattes a été 

sélectionné dans le but d’interroger les fonctions motrices globales de l’animal, de façon non 

invasive (Carlson et al., 2010). Lors de ce test, la durée de suspension est un indicateur sommaire 

de la capacité musculaire des souris. De prime abord, la latence avant la chute est fortement 

corrélée à l’âge des individus (figure 7, A-A’; F2,54 ≥ 18,30; p < 0,0001). De plus, il n’y a pas 

d’effet du génotype sur la latence moyenne (F1,27 ≤ 1,034; p ≥ 0,32), bien qu’une interaction des 

facteurs soit présente pour la 2e lignée (F2,46 = 3,987; p = 0,025), connotant une différence 

uniquement visible à 2 mois (figure 7, A’; t = 2,80; p = 0,020). 

Néanmoins, étant donné que la masse corporelle d’une souris peut influencer son temps 

de suspension maximal, il s’avère judicieux de multiplier ces deux variables afin d’obtenir une 

appréciation de l’impulsion de suspension déployée par l’animal pour s’opposer à la force 

gravitationnelle. Tel que mentionné précédemment, cette mesure permet de normaliser les scores 

obtenus afin de tenir compte du fait qu’un animal plus lourd doive développer davantage de 

tension musculaire (impulsion) pour s’opposer à la gravité pour un temps donné (Carlson et al., 

2010; van Putten et al., 2012). Ainsi, malgré une différence apparaissant ponctuellement entre les 

WT et les mutantes dans la latence de suspension, celle-ci est effacée avec la normalisation des 

scores (figure 7, B-B’; t ≤ 2,45; p ≥ 0,051). Tandis qu’un effet significatif de l’âge soit encore 

présent (F2,54 ≥ 17,86; p < 0,0001), l’effet du génotype demeure absent (F1,27 ≤ 0,8417; p ≥ 0,37) 

et l’interaction entre les 2 facteurs disparaît (F2,54 ≤ 2,922; p ≥ 0,064). 
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Figure 7. Performance des souris mutantes lors du test de suspension à 4 pattes. La latence 
moyenne avant de lâcher prise par les souris de la 1re lignée (A) et de la 2e lignée (A’). 
L’impulsion de suspension maximale, exprimée par la latence maximale de suspension 
multipliée à la masse individuelle des souris pour la 1re lignée (B) et la 2e lignée (B’). (A-B’) 1re 

lignée (RarbR394C/+) : n = 14 WT, 15 HET; 2e lignée (RarbR394C/+; A392A/+) : n = 11 WT, 14 HET. 
Indépendamment pour chaque lignée, les génotypes ont été comparés à l’aide d’ANOVAs à 
mesures répétées à 2 facteurs (Génotype, âge) suivies de comparaisons multiples de Bonferroni. 
*, p < 0,05 comparativement aux compagnons de cage WT. ns : non significatif. 
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3.2.6. La mutation R394C influence la performance lors du test d’équilibre sur la poutre 

Dans le but d’évaluer simultanément la coordination et la balance des animaux, nous 

avons intégré le paradigme de la poutre d’équilibre à notre batterie de tests locomoteurs (Carter 

et al., 2001). Ce paradigme est complémentaire à celui du rotarod, mais il a l’avantage d’être plus 

sensible que ce dernier, permettant la détection d’anomalies motrices plus subtiles qui auraient 

pu passer inaperçues lors du test du rotarod (Stanley et al., 2005; Yhnell et al., 2016; Wagner et 

al., 2019). 

Tout d’abord, nous avons comparé le temps nécessaire à traverser la poutre et nous 

n’avons identifié aucune différence significative entre les groupes de souris des 2 lignées et aux 

3 âges (figure 8, A-A’; t ≤ 1,69; p ≥0,29). En effet, bien que des ANOVAs à 2 facteurs relèvent 

un effet significatif de l’âge (F2,55 ≥ 3,906; p ≤ 0,026), le génotype demeure sans effet sur la 

performance des souris (F1,55 ≤ 2,492; p ≥ 0,12), exprimant un manque d’impact de la mutation 

sur ce paramètre. Par la suite, nous avons comparé les ratios du nombre de traversées sans faute, 

soit les traversées où les pattes de la souris ne glissent jamais de la poutre, divisé par le nombre 

total de traversées. Les ratios obtenus nous renseignent sur la proportion de traversées 

parfaitement effectuées par les souris de chaque groupe. Les analyses statistiques indiquent un 

impact significatif de l’âge (F2,55 ≥ 10,23; p ≤ 0,0002) et du génotype (F1,55 ≥ 8,959; p ≤ 0,0041), 

une différence significative entre les génotypes des 2 lignées étant présente uniquement au 6e 

mois (figure 8, B-B’; t ≥ 2,75; p ≤ 0,026). 

De plus, le test d’équilibre sur la poutre permet de mettre en lumière l’impact de la 

mutation R394C sur le nombre moyen de glissements de pattes par traversée, reflétant le 

caractère progressif de la condition dystonique des patients. L’analyse du nombre d’erreurs 
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moyen révèle non seulement un effet de l’âge (F2,55 ≥ 6,489; p ≤ 0,0030), mais aussi du génotype 

(F1,55 ≥ 10,49; p ≤ 0,0020). D’ailleurs, une différence significative entre les génotypes est 

présente au 12e mois pour les 2 lignées (figure 8, C-C’; t ≥ 3,30; p ≤ 0,0051), ce qui suggère que 

la mutation de GDF de Rarb influence progressivement la précision ou la fluidité motrice des 

souris mutantes jusqu’à instaurer une différence notable à l’âge de 12 mois. Parallèlement, la 

poutre que nous avons utilisée pour ce paradigme a un diamètre qui rétrécit avec la longueur, 

passant de 4 cm au départ à 0,5 cm à l’extrémité opposée. Conséquemment, étant donné que la 

difficulté de la tâche augmente graduellement avec la réduction de la largeur de la poutre, la 

distance moyenne parcourue au 1er glissement de patte vient alors aussi nous renseigner sur les 

aptitudes motrices des souris. À nouveau, il est possible d’observer que les souris porteuses de la 

mutation de GDF commencent à glisser plus tôt que leurs congénères WT (figure 8, D-D’). La 

mutation R394C affecte donc significativement la distance parcourue selon l’âge (F2,55 ≥ 4,762; p 

≤ 0,012) et selon le génotype (F1,55 ≥ 5,571; p ≤ 0,022). Par ailleurs, la différence entre les 

génotypes est présente au 6e mois pour la 2e lignée (figure 8, D’; t = 2,53; p = 0,043), de même 

qu’au 12e mois pour la 1re lignée (figure 8, D; t = 2,59; p = 0,039). 

Bref, la présence d’un effet de l’âge sur chacun des 4 paramètres mesurés lors du test 

d’équilibre sur la poutre rappelle la régression motrice qui survient de façon normale chez la 

souris, lors de son vieillissement (Fahlstrom et al., 2012). Cependant, l’effet du génotype, 

observé pour 3 des 4 paramètres de ce test, montre que la mutation R394C a un impact sur la 

précision de la performance des souris mutantes sans pour autant affecter la vitesse à laquelle 

elles traversent la poutre. Cela suggère une capacité intacte à générer le mouvement, mais un 

déficit qui se situe plutôt dans la fluidité de l’exécution, rappelant par le fait même la condition 

dystonique des patients. 
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Figure 8. Performance des souris mutantes lors du paradigme de la traversée en équilibre 
sur la poutre. La latence moyenne à traverser, le ratio de traversées sans faute, le nombre moyen 
de glissements de pattes par traversée et la distance parcourue lors du 1er glissement de patte des 
souris de la 1re lignée (A,B,C,D) et de la 2e lignée (A’,B’,C’,D’). (A-D’) 1re lignée (RarbR394C/+) : 
n = 11 WT, 9 HET; 2e lignée (RarbR394C/+; A392A/+) : n = 10 WT, 13 HET. Indépendamment pour 
chaque lignée, les génotypes ont été comparés à l’aide d’ANOVAs à 2 facteurs (Génotype, âge) 
suivies de comparaisons multiples de Bonferroni. *, p < 0,05; **, p < 0,01 comparativement aux 
compagnons de cage WT. ns : non significatif. 
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3.3. Résultats des expériences d’IHC 

3.3.1. La mutation R394C n’influence pas le nombre de neurones exprimant le récepteur 

dopaminergique D1 

Une étude récente menée chez la souris au stade embryonnaire a révélé que la perte de 

fonction de RARB induit une diminution de l’ARN messager des gènes Drd1 et SP, deux 

marqueurs des neurones de la voie directe, suggérant une réduction de la population neuronale 

striato-nigrée (Rataj-Baniowska et al., 2015). Par conséquent, nous avons voulu investiguer 

l’impact de la mutation de GDF de Rarb sur les 2 principales populations de NEMs dans le 

striatum de nos souris. Pour ce faire, nous avons croisé une de nos souris mutantes (RarbR394C/+) 

avec une souris transgénique exprimant la protéine fluorescente tdTomato sous le contrôle du 

promoteur du gène Drd1a, présent dans les neurones de la voie striato-nigrée. Marquée à l’aide 

d’un anticorps anti-RFP, la protéine tdTomato nous a servi d’intermédiaire afin de détecter les 

neurones exprimant le récepteur D1, étant donné que les anticorps ciblant ce dernier manquent 

de spécificité (Shuen et al., 2008). 

Dans le but d’apprécier la densité de la population exprimant le récepteur 

dopaminergique D1, nous avons effectué des expériences d’IHC sur coupes flottantes et avons 

compté les cellules exprimant différents marqueurs, dans la partie dorsale du striatum rostral. 

Lors des quantifications des cellules marquées RFP+ et NeuN+, de même que celles doublement 

marquées RFP+-NeuN+, chez les souris WT (figure 9, A-B-C) et les souris mutantes (figure 9, D- 

E-F), aucune différence significative n’a été révélée entre les génotypes (figure 9, G). Les tests 

statistiques comparant les génotypes (tests de t indépendants suivis de la correction de Welch) 

ont révélé que les densités des marqueurs sont similaires pour les populations exprimant le 
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rapporteur fluorescent RFP (77,6 ± 20,2 contre 65,8 ± 12,7; t = 0,4973; p = 0,65), le marqueur 

neuronal NeuN (117,6 ± 18,0 contre 93,1 ± 8,4; t = 1,23; p = 0,31) et même le nombre de 

cellules étant doublement marquées (73,6 ± 20,0 contre 60,7 ± 13,0; t = 0,54; p = 0,62) (figure 9, 

G). Les populations exprimant NeuN étant comparables, il est possible de calculer le ratio du 

nombre de cellules exprimant la protéine RFP sur le nombre de celles exprimant NeuN, 

permettant ainsi de normaliser les différences interindividuelles qu’il pourrait y avoir entre les 

animaux et qui pourraient camoufler un effet potentiel du génotype. Cependant, il n’y a toujours 

pas de différence significative suivant cette normalisation (figure 9, H; 0,61 ± 0,066 contre 0,64 

± 0,076; t = 0,32; p = 0,77). En somme, ces données suggèrent que la densité de la population 

exprimant le récepteur D1 n’est pas affectée par la mutation de GDF de Rarb. 
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Figure 9. Quantification du nombre de neurones exprimant le récepteur dopaminergique 
D1 dans le striatum de souris mutantes. Images représentatives, prises par microscopie 
confocale, de l’expression des marqueurs RFP et NeuN, de même que leur colocalisation 
(merge) pour des souris Rarb+/+ (A,B,C) et RarbR394C/+ (D,E,F) âgées de 1 mois. Le nombre de 
cellules marquées, et leur ratio, pour chaque génotype (G-H). Les données de 3 WT et 3 HET ont 
été utilisées. Les génotypes ont été comparés à l’aide de tests de t indépendants suivis d’une 
correction de Welch. ns : non significatif. 
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3.3.2. La mutation R394C induit une diminution du nombre de neurones exprimant le 

récepteur dopaminergique D2 

Parallèlement aux expériences menées pour investiguer la distribution du récepteur D1, 

nous avons effectué des études similaires avec l’objectif de déterminer l’impact de la mutation 

sur le nombre de neurones striataux exprimant le récepteur dopaminergique D2. Pour ce faire, 

une mutante (RarbR394C/+) a été croisée avec une souris transgénique exprimant la protéine 

fluorescente GFP sous le contrôle du promoteur du gène Drd2, présent dans les NEMs de la voie 

striato-pallidée. Analogiquement, la protéine GFP nous a servi d’indicateur fiable afin de 

détecter les neurones exprimant le récepteur D2 (Gong et al., 2003). 

Nous avons réalisé des études d’IHC et des comptages cellulaires similaires à ceux déjà 

effectués, en utilisant plutôt le marqueur GFP (figure 10, A-F). Inversement à ce que nous avons 

trouvé pour l’autre récepteur, la quantification des marqueurs de cette population de NEMs a 

révélé des différences notables entre les génotypes (figure 10, G). En effet, les souris mutantes 

ont significativement moins de cellules GFP+ (56,7 ± 6,2 contre 33,9 ± 5,1; t = 2,84; p = 0,031), 
 
de même que de cellules doublement marquées GFP+-NeuN+ (51,7 ± 6,2 contre 30,8 ± 4,9; t = 

2,65; p = 0,040). De façon analogique, le simple marquage par NeuN demeure inchangé entre les 

génotypes (131,2 ± 14,9 contre 108,9 ± 17,5; t = 0,97; p = 0,37), indicateur d’une population 

globale de neurones striataux similaire entre les souris WT et les mutantes. Ceci nous a permis 

de calculer le ratio de GFP+ sur NeuN+ et, même avec cette normalisation, les différences 

obtenues entre les génotypes étaient toujours présentes (0,39 ± 0,018 contre 0,28 ± 0,0030; t = 

6,065; p = 0,0077). Bien que la mutation R394C est restée sans effet sur le nombre de neurones 

exprimant le récepteur D1, ces données suggèrent en revanche qu’elle altère le nombre de 

neurones exprimant le récepteur D2 au sein de la population striato-pallidée, tel que dévoilé par 
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la diminution du rapporteur fluorescent GFP (figure 10, G). Puisque le rapporteur GFP n’est 

produit que dans les cellules où le gène Drd2 est exprimé, une diminution du nombre de cellules 

GFP+ sans changement du nombre de cellules NeuN+ suggère une perte de la transcription du 

gène Drd2 par certains neurones de la voie indirecte (Gong et al., 2003). 
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Figure 10. Quantification du nombre de neurones exprimant le récepteur dopaminergique 
D2 dans le striatum de souris mutantes. Images représentatives, prises par microscopie 
confocale, de l’expression des marqueurs GFP et NeuN, de même que leur colocalisation 
(merge) pour des souris Rarb+/+ (A,B,C) et RarbR394C/+ (D,E,F) âgées de 1 mois. Le nombre de 
cellules marquées, et leur ratio, pour chaque génotype (G-H). Les données de 4 WT et 4 HET ont 
été utilisées. Les génotypes ont été comparés à l’aide de tests de t indépendants suivis d’une 
correction de Welch. *, p < 0,05; **, p < 0,01 comparativement aux compagnons de cage WT. ns 
: non significatif. 
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Chapitre 4 : Discussion 

La dystonie progressive à début précoce, dont les patients de mutations de GDF dans 

RARB sont atteints, affecte considérablement leur qualité de vie, car ils en viennent à perdre la 

faculté de marcher et de s’asseoir, cette régression motrice ayant également conduit à la mort de 

plusieurs d’entre eux (Srour et al., 2013; Srour et al., 2016). La dystonie découle notamment 

d’une dysfonction du striatum, structure cérébrale où RARB est exprimé de façon prédominante 

chez l’adulte (Narbona et al., 1984). Bien que le rôle de RARB ait été étudié depuis plusieurs 

années à l’aide de modèles animaux porteurs de mutations de perte de fonction, rien n’était 

connu concernant la fonction in vivo du récepteur portant une mutation de GDF (Krezel et al., 

1998). 

Selon ces observations, nous avons émis l’hypothèse que l’augmentation de la 

signalisation de l’AR, médiée par RARB, induit la dystonie chez les patients porteurs de 

mutations de GDF en affectant le développement et/ou la fonction du striatum, possiblement par 

la perturbation des mêmes voies moléculaires que celles affectées par la diminution de la 

signalisation médiée par RARB. Dans le but d’étudier la contribution des mutations de GDF sur 

la fonction de RARB, nous avons voulu investiguer si des souris transgéniques, modélisant la 

pathologie, montrent un phénotype moteur similaire à celui des patients, puis évaluer l’intégrité 

du striatum de ces souris à l’aide de biomarqueurs spécifiques aux 2 voies fonctionnelles 

striatales. 

Les résultats de cette étude mettent en lumière l’impact qu’ont les mutations de GDF dans 

le gène Rarb sur les habiletés motrices des souris, de même que sur la progression du phénotype. 

Générées par la technologie de CRISPR-Cas9, les souris transgéniques porteuses de la mutation 

 



R394C, homologue de la récurrente mutation humaine R387C, montrent un profil 

comportemental locomoteur qui reflète bien la dystonie dont sont atteints les patients de 

mutations de GDF dans RARB. 

Premièrement, le test du champ ouvert (open field) a révélé un phénotype d’hyperactivité 

chez les souris hétérozygotes, exprimé par une plus grande distance parcourue et une plus grande 

partie du temps passée en mouvement (figures 3 et 4). Bien qu’un phénotype d’hyperactivité 

puisse sembler en conflit avec celui d’une pathologie du mouvement comme la dystonie, nos 

résultats concordent avec ceux présents dans la littérature puisque ce signe moteur a été rapporté 

chez plusieurs modèles murins de dystonie (Shashidharan et al., 2005; Yokoi et al., 2006; 

Gantois et al., 2007; Richter and Richter, 2014; Pappas et al., 2015). Ainsi, même si un 

comportement moteur hyperactif n’a jamais été rapporté chez les patients porteurs de mutations 

de GDF dans RARB, il est possible que cette caractéristique ait été masquée par la progression de 

la dystonie qui, dans plusieurs cas, engendre une régression des fonctions motrices en l’espace de 

quelques années (Srour et al., 2016). 

Par ailleurs, la dystonie étant caractérisée par des contractions musculaires involontaires 

et soutenues produisant des torsions et des postures anormales (Albanese et al., 2013), il n’est 

donc pas surprenant d’observer un déficit de coordination marqué chez les souris mutantes, 

reflété par une latence à chuter significativement réduite lors du paradigme du rotarod (figure 5, 

A-A’) et un nombre accru de glissements de pattes lors de la traversée de la poutre (figure 8, C- 

C’). Cette large différence de coordination observée au test du rotarod pourrait être partiellement 

expliquée par les résultats obtenus lors de l’analyse de la démarche. En effet, étant donné que les 

souris mutantes effectuent des enjambées avant et arrière de plus courte amplitude (figure 6, D- 
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E’), cela entraverait leur capacité à maintenir le rythme sur le rotor en accélération comme le 

font leurs congénères WT, les faisant chuter plus rapidement (figure 5, A-A’). 

Néanmoins, les résultats recueillis par l’analyse de la démarche ne sauraient expliquer 

entièrement le phénotype locomoteur mesuré lors des paradigmes du rotarod et celui de 

l’équilibre sur la poutre (figures 5, 6 et 8). En effet, alors que les différences observées dans les 

paramètres de la démarche sont relativement stables au cours du temps, la performance au 

rotarod décline dans le temps pour toutes les souris et les différences entre les génotypes à la 

traversée de la poutre ne surviennent qu’à 6 ou 12 mois. De plus, comme les souris mutantes 

possèdent une masse corporelle réduite comparativement à leurs congénères WT (figure 2 A-A’), 

cela suggère qu’elles pourraient être de plus petite taille que les WT, ce qui serait donc la source 

des différences observées lors de l'analyse de la démarche (figure 6). Cependant, cette différence 

de masse n’explique pas totalement les différences observées dans la démarche, car les longueurs 

des enjambées avant et arrière des mutantes sont déjà plus courtes à l’âge de 2 mois (figure 6, D- 

E’), alors que leur masse est similaire à celle des WT à ce stade (figure 2, A-A’). De plus, alors 

que des différences dans la largeur de la base avant peuvent être notées aussitôt qu’à l’âge de 2 

mois (figure 6, B-B’), la largeur de la base arrière des mutantes est comparable à celle des WT, à 

l’exception d’une différence présente à 12 mois chez une seule lignée (figure 6, C’). Ainsi, la 

masse corporelle des souris mutantes ne peut également pas expliquer entièrement leur 

phénotype comportemental puisque les différences observées dans la masse ne sont pas toujours 

corrélées avec celles présentes dans les paradigmes du rotarod, de l’analyse de la démarche et de 

la traversée de la poutre. En effet, alors que la masse des souris est similaire à 2 mois, la 

différence dans les performances au rotarod est présente à tous les stades (figure 5, A-A’) et 
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connote donc de l’implication de la mutation GDF de Rarb dans la pathophysiologie de cette 

forme rare de dystonie. 

Parallèlement, tout comme les patients, les souris mutantes présentent également une 

fréquence plus élevée de microphthalmie (figure 2, C-C’) (Srour et al., 2016). Bien que RARB 

joue un rôle dans le développement de l’œil (Ghyselinck et al., 1997), une réduction des globes 

oculaires est une condition qui peut naturellement survenir chez les souris de souche C57BL/6 

avec une fréquence pouvant atteindre 12% (Smith et al., 1994). À la suite d’une inspection 

visuelle, la présence de globes oculaires de taille normale (figure 2, B, panneau du haut) ou 

affectés par la microphthalmie (figure 2, B, panneau du bas) a été notée chez les souris WT et les 

mutantes. L’analyse statistique a révélé une fréquence nettement plus grande chez les souris 

porteuses de la mutation que chez les WT (figure 2, C-C’), indiquant un effet de la mutation de 

GDF de Rarb qui ne peut être qu’uniquement attribué au fond génétique des souris. Considérant 

que cette condition ophtalmologique peut être accompagnée d’anomalies de la vision comme 

c’est le cas chez les patients, il est plausible que cela ait pu avoir un impact sur les résultats des 

souris lors des tests comportementaux (Verma and Fitzpatrick, 2007; Srour et al., 2016). 

Néanmoins, une étude a montré que les souris aveugles peuvent utiliser l’information qu’elles 

perçoivent avec leurs moustaches, leur permettant ainsi de performer de façon similaire aux 

souris dont la vision est intacte pour les tests du rotarod, de l’équilibre sur la poutre, 

d’empreintes et même dans le champ ouvert (open field) (Voller et al., 2014). Conséquemment, 

ces observations suggèrent que les souris semblent dépendre davantage des informations tactiles 

que visuelles, mais également que les différences comportementales mesurées chez nos souris 

mutantes seraient bel et bien attribuables à la mutation de GDF de Rarb (Voller et al., 2014). 

Malgré tout, cela constitue une interprétation indirecte et qualitative de l’acuité visuelle de nos 
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souris et l’absence de données quantitatives pour ce paramètre représente une limitation de notre 

étude. 

Encore, le comportement moteur des souris porteuses de la mutation de GDF rappelle 

aussi le phénotype de nos patients lors du test de suspension à quatre pattes. En effet, dans le but 

de s’assurer que le phénotype locomoteur observé dans les autres tests découlait bien d’une 

dysfonction neurologique, comme les troubles du mouvement, et non pas seulement d’une 

faiblesse musculaire, nos souris ont été soumises au test de suspension afin de mesurer leur 

capacité à générer et maintenir de l’activité musculaire. Une normalisation des scores avec la 

masse respective des souris a indiqué que les souris mutantes sont en mesure de générer une 

impulsion de suspension comparable à celle des WT, dénotant des capacités musculaires 

similaires (figure 7, B-B’), comme cela a été relevé chez d’autres modèles de dystonie 

(DeAndrade et al., 2011; Bhagat et al., 2016). La cause du profil dystonique des souris ne 

résiderait donc pas dans la capacité à générer le mouvement, mais découlerait plutôt d’une 

réduction de la fluidité dans l’exécution de celui-ci, expliquant les résultats contrastants observés 

au rotarod et au test de suspension (figures 5 et 7). Toutefois, la durée de suspension n’offre pas 

d’information précise sur des muscles particuliers. Ainsi, elle constitue une limitation de notre 

étude, surtout lorsque l’on considère que la dystonie peut causer une suractivation de muscles 

antagonistes et même un déficit dans la relaxation musculaire (Buccolieri et al., 2004; Jinnah and 

Factor, 2015). Alternativement, il serait possible d’utiliser un appareil mesurant la force de 

préhension (grip-strength meter) ou encore d’effectuer des enregistrements d’électromyographie. 

Parallèlement, le comptage cellulaire chez les animaux n’a révélé aucune différence dans 

la population neuronale exprimant la protéine tdTomato, indiquant que les populations exprimant 

le récepteur dopaminergique D1 sont de densité comparable entre les souris WT et les mutantes. 
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De plus, nous avons aussi noté une diminution du nombre de neurones exprimant le marqueur 

GFP, signe d’une réduction du nombre de NEMs exprimant le récepteur D2 chez les souris 

portant la mutation R394C. Sachant que le rapporteur GFP n’est produit que dans les cellules où 

le gène Drd2 est exprimé et que la population neuronale totale du striatum est restée inchangée, 

la diminution du marquage GFP suggère une perte de la transcription du gène Drd2 par certains 

neurones de la voie indirecte (Gong et al., 2003). Conséquemment, ces neurones de la voie 

striato-pallidée seraient toujours présents, mais ne seraient plus détectés par le marquage GFP. 

Potentiellement, ceci pourrait indiquer la présence d’un débalancement entre les voies directe et 

indirecte à la source des perturbations motrices observées chez nos souris RarbR394C/+. Par 

ailleurs, des études montrent que l’ablation de Rarb chez les souris (Rarb-/-) affecte l’expression 

du récepteur D1 lors du développement embryonnaire et diminue l’expression du récepteur D2 

plus tard à l’âge adulte, sous-tendant leurs déficits locomoteurs (Samad et al., 1997; Krezel et al., 

1998; Rataj-Baniowska et al., 2015; Niewiadomska-Cimicka et al., 2017). Bien que nos résultats 

chez les mutants RarbR394C/+ sont en accord avec le changement du récepteur D2 à l’âge adulte, il 

est judicieux de mettre en exergue le fait que nos données reflètent l’expression de protéines 

fluorescentes rapportant la présence des récepteurs dopaminergiques chez des souris 

hétérozygotes pour le GDF de Rarb (RarbR394C/+) alors que les résultats des études précédentes 

proviennent de souris homozygotes pour la perte de fonction de Rarb (Rarb-/-). Par conséquent, 

puisque notre mutation affecte le nombre de NEMs exprimant le récepteur D2, mais pas D1 chez 

les hétérozygotes (RarbR394C/+), il serait intéressant d’investiguer l’impact cellulaire, au stade 

embryonnaire, de nos souris hétérozygotes (RarbR394C/+) et homozygotes (RarbR394C/R394C) et s’il 

est compatible avec celui des souris Rarb-/-. Néanmoins, puisque des anomalies en lien avec les 

récepteurs D1 et D2 ont été associées à la dystonie, il est alors possible que des différences soient 
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observées dans l’expression des gènes cibles de nos mutants comparativement aux mutants 

Rarb-/-, ce qui reflèterait une réelle distinction fonctionnelle entre les mutations de perte et de 

gain de fonction de Rarb, (Klein et al., 1999; Gantois et al., 2007; Sciamanna et al., 2009; Yokoi 

et al., 2015; Zhang et al., 2015b). Toutefois, un point faible de notre étude provient du fait que 

les comptages cellulaires ont été effectués manuellement ce qui peut représenter une source 

d’erreurs. Il serait idéal de répéter les expériences d’IHC en effectuant des comptages 

stéréologiques non-biaisés et en utilisant davantage d’animaux par génotype afin d’augmenter la 

puissance statistique. 

Globalement, le phénotype de notre modèle de souris est compatible avec le tableau 

clinique observé chez les patients de dystonie progressive liée aux GDF de RARB. En effet, tout 

comme les patients, les souris présentent de la microphthalmie et des anomalies locomotrices qui 

peuvent être relevées dans plusieurs paradigmes moteurs. Aussi, ce phénotype moteur semble 

progressif, notamment entre le 6e et le 12e mois pour la distance totale dans le champ ouvert 

(figure 3, C-C’) et le nombre de fautes commises sur la poutre (figure 8, C-C’), connotant la 

régression des facultés motrices que montrent plusieurs patients. Malgré certaines différences 

très ponctuelles entre les lignées, lorsque l’on considère l’ensemble des résultats, il est possible 

de noter que le portrait pathophysiologique des souris mutantes est très robuste entre nos 2 

lignées et qu’il témoigne, non seulement, de celui des patients, mais également de celui de 

plusieurs modèles murins de dystonie. De même, cela confirme que la mutation synonyme 

A392A semble bel et bien silencieuse du point de vue comportemental, quoique cela reste à 

tester en ce qui a trait aux données immunohistochimiques. 

Les expériences d’IHC ont permis d’éclairer un mécanisme d’action potentiel par lequel 

se développerait la dystonie, c’est-à-dire un débalancement dans la circuiterie fonctionnelle des 
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voies directe et indirecte médié par la réduction de l’expression du récepteur dopaminergique D2 

du striatum. Par ailleurs, une diminution de la liaison au récepteur D2 est rencontrée chez les 

patients de divers types de dystonie (Thompson et al., 2011). Étant donné qu’une activité 

normale de leurs transporteurs à dopamine du côté présynaptique suggère une fonction normale 

des autorécepteurs, cette dysfonction des NEMs de la voie indirecte serait alors imputable aux 

récepteurs D2 postsynaptiques résultant en une désinhibition de la signalisation thalamocorticale 

(Naumann et al., 1998). En accord avec ces résultats, un modèle murin de dystonie montre lui 

aussi des anomalies électrophysiologiques de l’activité du récepteur D2 postsynaptique, sans 

altérations du côté présynaptique et sans changements dans la signalisation glutamatergique 

striatale (Sciamanna et al., 2009; Napolitano et al., 2010). Alternativement, une étude récente 

suggère que l’expression du récepteur D2 puisse être modulée par la protéine régulatrice RGS9-2 

et que l’augmentation des niveaux de cette dernière permettrait de corriger la diminution de 

l’expression de D2 chez un modèle de dystonie (Bonsi et al., 2019). 

En parallèle, sachant que le sommeil joue un rôle important dans la consolidation des 

apprentissages moteurs et que des perturbations du sommeil sont présentes chez quelques-uns de 

nos patients, notamment reliées à l’apnée obstructive du sommeil, il serait intéressant d’évaluer 

la neurophysiologie du sommeil de nos souris (Walker et al., 2002). En effet, il est connu que des 

dérèglements du sommeil surviennent fréquemment chez les patients de dystonie et que la 

qualité du sommeil peut être reliée à la sévérité de leurs symptômes moteurs (Avanzino et al., 

2010; Kuyper et al., 2011). Par ailleurs, une étude a suggéré que la signalisation de l’AR médiée 

par RARB influence la synchronie corticale, notamment en période de sommeil (Maret et al., 

2005). En effet, des enregistrements d’électroencéphalographie chez ces souris, dont les 

différents isoformes de Rarb ont été ablatis, montrent des perturbations de l’activité de la bande 
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de fréquences delta (1-4 Hz), principal marqueur de la pression homéostatique du sommeil 

(Neckelmann and Ursin, 1993; Maret et al., 2005). Le rythme delta représente la synchronisation 

de l’activité d’une grande population de neurones présents dans les circuits corticaux et 

thalamocorticaux, ces boucles étant d’ailleurs fortement impliquées dans la signalisation 

dopaminergique et celle des ganglions de la base (Steriade et al., 1993; Haber, 2014; Ikemoto et 

al., 2015). Déjà, il est connu qu’une déficience dans l’apport en vitamine A, chez la souris, réduit 

l’activité des ondes delta et diminue la locomotion sur 24 heures et le métabolisme 

dopaminergique dans le striatum (Kitaoka et al., 2007). De plus, l’utilisation d’un antagoniste qui 

serait spécifique à RARB induit cette réduction du delta, mais serait aussi accompagné d’une 

réduction de l’expression du récepteur D1 (Li et al., 1999; Kitaoka et al., 2011). Ces résultats 

suggèrent une interaction notable entre les signalisations de l’AR et de la dopamine dans la 

régulation motrice induite par le sommeil. Ainsi, l’étude des paramètres neurophysiologiques du 

sommeil de nos souris permettrait d’évaluer la présence de telles anomalies et, le cas échéant, 

d’améliorer la qualité du sommeil de nos patients à l’aide de traitements appropriés et de réduire 

l’exacerbation des déficits moteurs et/ou cognitifs que peut induire un sommeil dysfonctionnel 

(Alhola and Polo-Kantola, 2007; Scullin and Bliwise, 2015). 
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Chapitre 5 : Conclusion 

En somme, les souris transgéniques porteuses de la mutation de novo R394C causant un 

GDF de la protéine RARB constituent un modèle robuste de la pathologie motrice sévère et 

progressive observée chez nos patients dystoniques. Cette étude a permis de confirmer que nos 

souris transgéniques de GDF présentent un tableau phénotypique semblable à celui des patients 

et que leur comportement locomoteur s’aligne sur celui des souris dont la fonction de Rarb a été 

ablatie. Néanmoins, comme plusieurs anomalies dans les signalisations dopaminergique et de 

l’AR ont été relevées dans les ganglions de la base, en ce qui a trait à la dystonie, nos données 

sont en accord avec l’hypothèse d’un débalancement fonctionnel dans les voies directe et 

indirecte. Dans le but de clarifier comment le fonctionnement de la circuiterie des ganglions de la 

base est potentiellement modifié chez nos souris, il serait intéressant d’effectuer des mesures de 

libération de dopamine et/ou des expériences électrophysiologiques. Alternativement, des 

expériences de réponse comportementale aux agonistes dopaminergiques pourraient aussi 

appuyer les résultats des tests in vivo. En perspectives, il serait souhaitable d’effectuer des 

expériences d’étude du transcriptome de nos souris, afin d’élucider l’impact des mutations de 

GDF de RARB sur l’expression de gènes cibles, de même que leur évaluation comportementale 

cognitive. Finalement, cette étude pourrait contribuer à comprendre les troubles 

neurodégénératifs des ganglions de la base, comme les maladies de Huntington et de Parkinson, 

dans lesquels la signalisation de l’AR et RARB semble également être compromise (Yin et al., 

2012; Niewiadomska-Cimicka et al., 2017; Kim et al., 2018). 
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