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Résumé

L’ataxie de Friedreich (AF) est une maladie mitochondriale caractérisée par une ataxie
sensitive et spinocérébelleuse, une cardiomyopathie et du diabete, pour laquelle il n'existe pas
de traitement. L’AF résulte de niveaux réduits de frataxine (FXN), une protéine mitochondriale
impliquée dans la biosynthese des centres Fe-S. La neurophysiopathologie précise de la maladie
n'est pas identifiée et malgré d’intenses progrés ces derniéres années, il n’existait pas de bon
modele pour développer des approches thérapeutiques visant & stopper ou réverser l'atteinte
sensitive de I'AF. Nous avons donc généré un nouveau modéle murin qui récapitule I'ataxie
sensitive et la neuropathie associée au déficit en FXN. Plusieurs mécanismes moléculaires
affectés en absence de FXN dans les neurones proprioceptifs, primairement affectés dans I'AF,
ont pu étre caractérisés. Nous avons également démontré I'efficacité d’'une approche de thérapie
génique, basée sur I'utilisation de vecteur adéno-associés (AAV) exprimant la FXN humaine,
pour réverser la neuropathie, établissant la preuve de concept du potentiel d’'une telle approche

pour l'atteinte sensitive de 'AF.
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Introduction

1. L’ataxie de Friedreich, une ataxie autosomique récessive

1.1. Définition d’'une ataxie

Etymologiqguement, le mot ataxie tire ses origines du grec ancien ataxia, dérivé du
mot taxis (« ordre ») précédé du a privatif, signifiant littéralement désordre. Une ataxie se
définit par un manque de coordination des mouvements et une instabilité, dus a une atteinte
du cervelet et/ou des voies spinocérébelleuses (Anheim et al., 2012a). L'ataxie sera dite
proprioceptive si les voies sensitives profondes centrales ou périphériques sont affectées et
spinocérébelleuse en cas d‘atteinte des faisceaux spinocérébelleux, de la moelle épiniére,
des pédoncules cérébelleux et/ou du cervelet. Ces atteintes se manifestent par de nombreux
signes cliniques avec des troubles de la marche et de I'équilibre (démarche dite ébrieuse),
une hypermétrie (mouvements volontaires trop longs), des mouvements saccadés, une
adiadococinésie (difficultés a exécuter rapidement des mouvements alternatifs), une
dysarthrie (troubles de I'articulation) et des troubles de l'oculomotricité (Anheim et al.,
2012a). Les ataxies peuvent étre d'origine génétique ou acquises. Les ataxies héréditaires
sont réparties en trois groupes en fonction de leur mode de transmission : les ataxies
autosomiques récessives, les ataxies autosomiques dominantes et les ataxies liées a I'X.
Les ataxies non génétigues (ou acquises) apparaissent de maniére rapide et aiglie et
peuvent étre d'origines trés variées tel gqu'une consommation excessive d’alcool, une
déficience en vitamine B1, une intoxication médicamenteuse, des agents toxiques, une
attaque cérébelleuse ischémique ou hémorragique, une méningite ou encore des abcés

cérébelleux (Anheim et al., 2012a).

1.2. Les ataxies cérébelleuses autosomiques récessives

Les ataxies cérébelleuses autosomiques récessives (ACARs) sont des maladies
neurodégénératives invalidantes tres hétérogénes et complexes qui affectent principalement
les enfants et les jeunes adultes. Une ACAR est envisagée lorsqu’une ataxie progressive et
irréversible apparait avant I'adge de 30 ans. Le syndrome ataxique est généralement associé
a d’autres troubles neurologiques et extra-neurologiques tel qu’'une neuropathie périphérique
avec une diminution ou une absence des réflexes tendineux et une diminution du sens
vibratoire dans les chevilles, des mouvements anormaux, une dysfonction pyramidale, une
spasticité et une hyperlaxité, de [I'épilepsie ou encore un retard mental. La grande

hétérogénéité des signes cliniques et les chevauchements de symptomes entre les
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Cerebellar ataxia

Acute |-

/

Subacute or chronic

:

\i

Acquired

Sporadic or among siblings

I
No

(consanguinity) in a young patient

i

- Autosomal recessive cerebellar ataxia

Dominantly inherited spinocerebellar
ataxia, episodic ataxias

X-linked (the fragile X-associated
tremor-ataxia syndrome, adreno-
myeloneuropathy)

Mitochondrial DNA mutation

Age at onset
=10yr

>10yr
SANDO, ARCAL

Ataxia telangiectasia, ataxia with oculo-
motor apraxia type 1, ARSACS, abeta-
lipoproteinemia, CDG1A

Natural History

Disease progression

Slow

Rapid

ARSACS, ARCAL, ARCA2

Ataxia telangiectasia, ataxia with oculo-
motor apraxia type 1, Friedreich’s ataxia

Pyramidal signs

Oculomotor impairment
Ataxia telangiectasia, ataxia with oculo-
motor apraxia type 1, ataxia with oculo-
motor apraxia type 2, Friedreich's ataxia,
SANDO, Niemann-Pick type C disease

Cerebrotendinous xanthomatosis, ARSACS,
Friedreich’s ataxia, AVED

Associated Clinical Signs

Movement disorders
Ataxia telangiectasia, ataxia with oculo-
motor apraxia type 1, ataxia with oculo-
motor apraxia type 2, Niemann—Pick type
C disease, AVED, SANDO
Mental retardation or cognitive decline
CDGIA, ataxia with oculomotor apraxia
type 1, Niemann—Pick type C disease,
SANDO, ARSACS, ARCA2

Tests

'

MRI
No obvious cerebellar atrophy
Friedreich's ataxia, AVED, Refsum’s
disease, abetalipoproteinemia
Cerebellar atrophy
Ataxia telangiectasia, ataxia with
oculomotor apraxia type 1, ataxia
with oculomotor apraxia type 2,
ARSACS, ARCA1, ARCA2, cere-
brotendinous xanthomatosis

EMG

Axonal sensorimotor neuropathy
Ataxia with oculomotor apraxia type 1,
ataxia with oculomotor apraxia
type 2, ataxia telangiectasia, cere-
brotendinous xanthomatosis,*
Refsum’s disease,” ARSACS*
Pure sensory neuronopathy
Friedreich’s ataxia, AVED, abetalipo-
proteinemia, SANDO
No neuropathy
ARCA1, ARCA2, NPC

Laboratory Tests
Molecular analysis to detect Friedreich’s
ataxia
Biomarkers
Vitamin E: AVED, abetalipoproteinemia
Alpha-fetoprotein: ataxia with oculo-
motor apraxia type 2, ataxia tel-
angiectasia

Gene sequencing or diagnosis

Figure 1: Exemple d’algorithme utilisé par les cliniciens pour le diagnostic des ataxies
cérébelleuses autosomiques récessives.
(Issu d'Anheim et al., 2012).
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différentes pathologies rendent la classification des ACARs délicate et la recherche
diagnostique est bien souvent compliquée. Différents algorithmes décisionnels sont
proposés pour aider le clinicien dans sa démarche (Anheim et al., 2012a; Beaudin et al.,
2017; Fogel and Perlman, 2007). La figure 1 est un exemple d’algorithme décisionnel utilisé
en pratique cliniqgue. Avec le développement des approches des séquencages haut débit
(NGS, next generation sequencing) de nouveaux génes associés a des ACARs sont
identifiés et de nouveaux algorithmes de diagnostics sont donc générés (Renaud et al.,
2017). Récemment, deux études bibliographiques poussées ont été réalisées afin
d’améliorer la classification de ces ACARs pour simplifier la reconnaissance clinique, guider
le diagnostic et aider a linterprétation génétiqgue (Beaudin et al., 2017; Rossi et al., 2018).
Rossi et al. ont établi une liste de 62 ataxies récessives cérébelleuses génétiguement
confirmées en leur assignant une nomenclature commune : préfixe ATX suivi du nom du
gene. L'ataxie de Friedreich (AF) est I'ataxie héréditaire la plus fréquente, elle est donc trés
rapidement considérée lorsqu’une ACAR est envisagée (Figure 1). Dans la nomenclature
proposée par Rossi et al. I'AF est nouvellement appelée ATX-FXN, cependant la

nomenclature classique (AF) sera utilisée dans ce manuscrit.

1.3. Historique de la maladie et épidémiologie

En 1863, Nikolaus Friedreich, un neuropathologiste allemand, décrit pour la premiére
fois un syndrome clinique distinct chez neuf patients issus de trois familles. Treize ans plus
tard, en 1876, il associe une nature héréditaire a cette pathologie (Friedreich, 1863;
Koeppen, 2013). Le nom d'ataxie de Friedreich fut proposé par P. Brousse en 1882
(Harding, 1981). L'ataxie de Friedreich est I'ataxie autosomique récessive la plus répandue
dans la population caucasienne avec une prévalence estimée entre 1 : 30000 et 1 : 50000,
mais avec une forte variabilité géographique. Elle est rare dans les populations africaines
sub-sahariennes et elle est extrémement rare en Asie. Des études épidémiologiques en
Europe ont permis d’établir un gradient de prévalence de I'AF et des porteurs, ce gradient va
de la cbte Atlantique vers la Scandinavie/Russie (Figure 2) (Vankan, 2013). En effet, au
nord de I'Espagne et en Irlande la prévalence de I'AF est la plus forte avec respectivement
1:21000, 1: 23000 et elle est la plus basse en Finlande (1 :750000). En France, elle varie
en fonction de la zone géographique avec 1 : 25000 dans le Sud-Ouest et 1 : 65000 dans le
Nord-Est avec une moyenne de 1: 43000 (3™ prévalence la plus élevée en Europe). La
prévalence des porteurs sains dans les différentes zones géographiques correle avec celle

de la maladie (1 : 55 en Espagne, 1 : 58 en Irlande, 1 : 85 en France). Ce gradient particulier
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Figure 2 : Gradient de prévalence de |'ataxie de Friedreich en Europe.
Le gradient de prévalence de I'AF colocalise avec le gradient du marqueur chromosomique R1b en
Europe. Ces deux gradients corrélent avec les migrations de population depuis le refuge franco-

cantabrique, a la suite de la derniere ére glaciaire, au Paléolithique (issu de Vankan, 2013).
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suggere la présence de I'évenement fondateur probablement d’origine paléolithique lors de
la derniére période glaciaire (682 + 203 générations), au niveau de la région franco-
cantabrique (allant du Nord de I'Espagne au Sud de la France) qui représentait alors un
refuge glaciaire (Figure 2) (Cossee et al., 1997; Vankan, 2013). En suivant les migrations de
population lors de la repopulation de I'Europe : le long de la c6te Atlantique jusqu’en Irlande
et vers le Nord-Est de la France puis a I'Est de I'Europe, ce gradient de prévalence s’établit

et colocalise avec le marqueur chromosomique R1b (Figure 2).
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Critéres primaires essentiels
- début des symptdmes avant 25 ans
- ataxie progressive et irréversible des membres et du tronc
- absence des reflexes ostéo-tendineux (aréflexie des membres inférieurs)

Criteres secondaires
apparaissent dans les 5 premieres années d'évolution
- dysarthrie
- réflexe cutané plantaire (signe de Babinski)
- perte de la sensibilté profonde (sens de position et sens vibratoire)
- aréflexie des membres supérieurs

Critéres additionels variables
- scoliose
- cardiomyopathie
- pieds creux
- amyotrophie spinale
- atrophie optique
- nystagmus
- surdité
- diabétes miellitus

Tableau 1: Criteres diagnostiques pour l'ataxie de Friedreich établis par le Dr A.
Harding en 1981.
(Issu de Harding, 1981)
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2. Laclinique de l'ataxie de Friedreich

2.1. Premiers symptomes de la maladie

La maladie débute classiquement a I'adolescence, en général entre 10 et 15 ans,
mais I'apparition des premiers symptémes est trés variable, allant de 2 ans a I'dge adulte.
Cependant, l'apparition des symptdmes avant 25 ans est I'un des criteres primaires de
diagnostic établit par le Dr A. Harding en 1981 (Harding, 1981). Dans la majorité des cas, les
premiers symptomes sont des troubles de la marche avec des chutes ou une maladresse
générale sévere, souvent remarqués par I'entourage du patient (Koeppen, 2011; Pandolfo,
2009; Parkinson et al., 2013). Une scoliose est fréiquemment présente et peut précéder les
symptbmes ataxiques, ainsi qu'une déformation des pieds (pieds creux). Rarement, une
cardiomyopathie peut étre un premier signe clinique. L’AF est une maladie systémique

associant des symptémes neurologiques et des symptémes non-neurologiques.

2.2. Atteintes neurologiques

2.2.1. Signes cliniques de I'AF

Au 19®me siécle, N. Friedreich décrit un syndrome a progression relativement lente
avec une importante ataxie progressive et une dysarthrie, suivies d’une perte de la sensibilité
et une faiblesse musculaire souvent associés a une scoliose, a une déformation des pieds et
a une dysfonction cardiaque (Harding, 1981; Koeppen, 2013). Ces €éléments cliniques, plus
une perte des réflexes ostéotendineux profonds, correspondent a la définition classique de
I'ataxie de Friedreich (Parkinson et al., 2013). En 1981, le Docteur A. Harding compléte le
tableau cliniqgue en se basant sur une étude de 115 patients issus de 90 familles et donne
des critéres diagnostiques précis pour I'AF (Tableau 1) (Harding, 1981). Les fréquences des
signes cliniques majeurs, mesurées dans quatre études cliniques différentes, sont
présentées dans le tableau 2 (Delatycki et al., 1999; Durr et al., 1996; Harding, 1981;
McCabe et al., 2000). L'ensemble des patients développe une ataxie progressive et
permanente des membres et du tronc, les membres inférieurs sont primairement atteints,
puis, avec la progression de la maladie les membres supérieurs sont également touchés. Au
quotidien, cette ataxie se traduit par une perte d’équilibre et une diminution de la marche
(démarche dite ébrieuse) et, avec la progression de la maladie, par le besoin d’'appareils

d’'aide a la marche (déambulateurs par exemple) puis la nécessité d’'un fauteuil roulant, en
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Symptémes Harding, 1981 Durretal., 1996 Delatycki et al., 1999 McCabe et al., 2000

Nombre de patients 115 140 51 58
Age moyen de début de la maladie* 10,5+ 7,4 ans 15,5+ 8 ans 10,5+ 6,4 ans -
Taille moyenne de I'expansion GAA - 761 + 230 896 + 212 885
Ataxie 99% 100% 100% 100%
Dysarthrie 97% 91% 95% 93%
Aréflexie des membres inférieurs 99% 87% 98% 86%
Perte de la sensibilité profonde 73% 78% 88% 89%
Réflexe cutané plantaire 89% 79% 74% 93%
Faiblesse musculaire 88% 67% - 2%
Scoliose 79% 60% 78% 84%
Pieds creux 55% 55% 74% 79%
Nystagmus 20% 40% - 40%
Dysphagie - 27% - -
Troubles du sphincter - 23% 41% -
Vision réduite, cécité 18% 13% - -
Troubles de l'audition, surdité 8% 13% - -
Cardiomyopathie a 'lECG - 63% 65% 67%
Diabete/intolérance au glucose 10% 32% 8% 7%

Tableau 2: Fréquences des signes cliniqgues majeurs observés chez les patients AF dans
différentes études cliniques.

* expression de la moyenne + (Issu de Parkinson et al., 2013).

Figure 3 : Elargissement du polygone de sustentation.
Le polygone de sustentation correspond a la surface d’appui des pieds au sol. En écartant les pieds

cette surface augmente ce qui permet d’améliorer la stabilité et I'équilibre.
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général entre 10 et 15 ans apres le début de la maladie. Le manque de coordination entraine
des difficultés dans I'exécution des gestes nécessitant précision et dextérité comme écrire,
manger, s’habiller... Plus précisément, l'ataxie de Friedreich est une ataxie progressive
mixte dite spinocérébelleuse sensitive associée a un syndrome pyramidal.

L’ataxie cérébelleuse est responsable de troubles la marche avec une perte de la
coordination motrice et une perturbation de la balance des muscles agonistes et
antagonistes. Au niveau de I'équilibre, en position debout, I'élargissement du polygone de
sustentation (surface d'appui des pieds au sol) en écartant les pieds permet aux patients
d’avoir plus de stabilité (Figure 3). Au contraire, en joignant les pieds, le corps des patients
oscille en tous sens di a un effet balancier pour équilibrer le corps dans l'espace. La
fermeture des yeux ou I'absence de lumiére n'entraine pas de différences majeures sur ces
paramétres. La démarche ébrieuse des patients est trés particuliere avec les jambes et les
bras écartés du tronc, des enjambées irrégulieres et des embardées dans les pas sans
contréle du mouvement des pieds. Plus de 70% des patients AF connaissent des épisodes
d’entorses des chevilles résultant d’'une hyperlaxité. Enfin, les difficultés de coordinations
résultent de syncinésie (contraction involontaire d’'un muscle ou d’'un groupe de muscle
pendant qu’un autre mouvement volontaire ou un réflexe est effectué).

La proprioception, ou sensibilité profonde, correspond a la perception de la position
des membres par rapport aux corps et dans l'espace. Elle fait partie, avec la sensibilité
thermo-algique et la sensibilité superficielle, de la somesthésie. Les patients AF présentent
une perte de la proprioception entrainant des troubles de I'équilibre, avec une perte des sens
de position et vibratoires, qui participent au schéma de marche particulier. L'ataxie
proprioceptive est partiellement corrigée visuellement (signe de Romberg). Ainsi, les
symptdmes s’aggravent dans I'obscurité ou avec les yeux fermés, rendant les déplacements
la nuit difficiles.

Le syndrome pyramidal se traduit par une raideur du plan postérieur avec une
hypertonie des pieds. Les patients ont donc tendance a se mettre sur la pointe des pieds, ce
qui joue sur le schéma de marche, participe aux risques d’entorses et implique un étirement
non correct du tendon d’Achille au cours de la croissance. La spasticité des membres
inférieurs peut conduire & des crampes, des douleurs musculaires et des contractures. Plus
de 70% des patients (chiffres variables selon I'étude, tableau 2) présentent un réflexe
cutané plantaire, aussi appelé signe de Babinski. A la différence d’'un syndrome pyramidal
pur ou les patients ont des réflexes ostéotendineux tres forts, les patients AF présentent une

aréflexie tendineuse des membres inférieurs.
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Cette perte des réflexes ostéotendineux, présentée par 90% des patients résulte
d’'une neuropathie périphérique sensitive qui coupe l'arc réflexe (voir paragraphe 2.2.2.1.1)
(Tableau 2). Bien que ce symptdme soit I'un des critéres primaires et essentiels de I'AF,
certains cas atypiques présentent encore des réflexes ostéotendineux (Tableau 1) (Delatycki
and Corben, 2012). Des troubles de la parole et de la déglutition participent également au
tableau clinique. Apparaissant dans la premiére décennie de la maladie, une dysarthrie est
présente dans plus de 90% des cas et la voix est saccadée, lente et par moment explosive
(Tableau 2) (Folker et al., 2010). Avec I'évolution de la maladie, la dysarthrie progresse et,
aux stades avancés, la voix est inintelligible rendant la compréhension trés difficile. Ces
éléments résultent d’'un probléme de coordination des cordes vocales (symptéme
cérébelleux). Ce défaut des cordes vocales entraine aussi des problémes de déglutition
(dysphagie). Les fausses routes sont donc nombreuses (d’avantage liquides que solides) et
trés problématiques aux stades avancés de I'AF. Ces symptdmes sont compliqués par des
faiblesses musculaire, particulierement des membres inférieurs (Harding, 1981; Pandolfo,
2009) et un affaiblissement général. Des déformations des pieds (pieds creux) limitent la
surface d'appui des pieds au sol, amplifiant d’avantage les problemes de marche et
d’équilibre dus a l'ataxie. Les systemes visuels et auditifs peuvent également étre atteints.
Au niveau ophtalmique, des mouvements anormaux de I'ceil peuvent étre observés
(instabilité de fixation, nystagmus et poursuites oculaires saccadées). Aux stades avanceés,
les patients décrivent des troubles de la vision et une cécité aux stades trées avancés
(Fortuna et al., 2009). Une neuropathie auditive se déclare tardivement, allant de troubles de
laudition en cas de bruits de fond a une surdité sévere. La durée de la maladie et la
fonctionnalité de l'audition corrélent (Blrk, 2017). Certains patients peuvent souffrir de cécité
et de surdité, rendant I'interaction sociale trés compliquée. Les patients ne présentent pas de
déficit intellectuel impactant la vie quotidienne (Selvadurai et al., 2018). Des déficits cognitifs
subtils sont décrits dans certaines études avec une diminution de la rapidité cognitive et une
tres légére réduction des performances au niveau des taches visuospatiales complexes
(Selvadurai et al., 2018). Ces déficiences minimes n’empéchent en rien les patients de
suivre une scolarité normale et de faire des études supérieurs. Aux stades tardifs de la
maladie, il est cependant difficile de déterminer une potentielle atteinte cognitive en raison
des problémes de parole, de vision et d’audition, qui isolent séverement les patients. La
sévérité clinique et la progression de la maladie sont évaluées par les cliniciens a l'aide de
différentes échelles: les échelles FARS (Friedreich Ataxia Rating Scale), ICARS
(International Cooperative Ataxia Rating Scale) et/ou SARA (Scale for the Assessment and
Rating of ataxia) (Burk et al., 2013).
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Figure 4 : Organisation du systéme nerveux.

Les fleches indiquent la direction des influx nerveux, bleu : voies afférentes, rouge : voies efférentes.

(Issu de Anatomie et Physiologie Humaines, Marieb et Hoehn, 9éme édition).
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2.2.2. Anatomopathologie de I'AF

Avant d’expliquer les dysfonctionnements anatomopathologiques responsables de la
myriade de symptémes cliniques neurologiques, je vais décrire I'anatomie et la physiologie

normale des systémes nerveux atteints dans I'ataxie de Friedreich.

2.2.2.1. Fonctionnement des différents systémes

2.2.2.1.1. Le systéme nerveux : quelques éléments de base

Le systéme nerveux est composé des systémes nerveux centraux (SNC) et
périphériques (SNP) (Figure 4). lls sont tous deux affectés dans I'AF. Le SNC, composé de
I'encéphale et de la moelle épiniére, est le centre de régulation et d'intégration du systéme
nerveux (Marieb and Hoehn, 2015). Il élabore les réponses motrices aprés l'interprétation
des informations sensorielles qui lui parviennent grace au SNP. Le SNP est composé des
nerfs craniens et rachidiens et des ganglions dont les ganglions dorso-rachidiens (DRG). La
périphérie est reliée a I'encéphale par les nerfs craniens et a la moelle épiniere par les nerfs
rachidiens. En fonction de la direction de l'information, le SNP se compose de deux types de
voies. La voie sensitive (ou afférente) achemine l'information vers le SNC a partir des
récepteurs sensoriels. La voie motrice (ou efférente) propage les influx nerveux du SNC vers
la périphérie aux organes effecteurs (Figure 4). On distingue les neurofibres sensitives
somatiques, pour les influx provenant de la peau, des organes des sens, des muscles
squelettiques et des articulations, des neurofibres sensitives viscérales. La voie motrice est
plus complexe avec le systéme nerveux somatique (ou volontaire) qui transmet l'influx du
CNS aux muscles squelettiques pour produire une réponse motrice et le systéme nerveux
autonome (ou involontaire) pour les viscéres. Ce dernier regroupe les systémes nerveux
sympathiques et parasympathiques (Figure 4). Je me limiterai a décrire les systémes
somatiques.

Dans le SNC, les corps cellulaires des neurones sont regroup€s en noyaux et leurs
prolongements forment les faisceaux et tractus. Dans le SNP on parle de ganglions pour le
regroupement des corps cellulaires et de nerfs pour les axones. En fonction du sens de
propagation de I'influx nerveux par rapport aux SNC, on trouve trois types de neurones : les
neurones sensitifs, les neurones moteurs et les interneurones. Les neurones sensitifs, dont
les corps cellulaires sont localisés dans les ganglions cervicaux et rachidiens, transmettent

l'information de la périphérie jusqu’'au SNC. Les corps cellulaires des neurones moteurs sont
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localisés dans le SNC. lls propagent l'information jusqu’aux organes effecteurs dans la
périphérie. Les interneurones, formant plus de 99% des neurones de I'organisme, servent de
relais aux influx nerveux. L’information nerveuse peut étre traitée en série simple ou en
parallele. Pour le traitement en série simple on parle d’arc réflexe, les réflexes correspondant
a des réponses rapides et automatiques. Un stimulus particulier déclenche une réponse
motrice précise via un récepteur, un neurone sensitif, un interneurone correspondant au
centre d'intégration dans le SNC, un neurone moteur et un effecteur. Au contraire le
traitement de l'information en paralléle implique des fonctions mentales complexes et
I'intégration d’une information sensorielle dans différents réseaux. Les axones des neurones
peuvent étre myélinisés ou amyéliniques. La gaine de myéline, riche en lipides, a pour rble la
protection et I'isolement électrique pour une conduction rapide et efficace (Salzer, 2015). Le
processus de myélinisation, les cellules gliales myélinisantes et la composition structurale de
la myéline sont différents entre le SNC et le SNP. Les cellules de Schwann myélinisent les
axones du SNP et les oligodendrocytes ceux du SNC. Dans ce dernier, la substance blanche
correspond a des groupements d'axones myélinisés et la substance grise aux corps
cellulaires des neurones et aux axones amyéliniques.

Le systéme nerveux est en général décrit de I'encéphale vers la périphérie (cerveau,
cervelet, tronc cérébral, moelle épiniere puis nerfs spinaux et récepteurs). Les voies
sensitives étant les voies principalement affectées dans I'ataxie de Friedreich, je décrirai le
systeme somatosensoriel de maniére inverse, en suivant une information sensitive, de la
génération de linflux dans la périphérie a son intégration dans l'encéphale (en me

concentrant sur les informations transitant par les nerfs spinaux et non craniens).

2.2.2.1.2. La sensibilité dans le systéme nerveux périphérique (SNP)

Le SNP est composé des récepteurs sensoriels, des terminaisons motrices dans les
muscles, des nerfs périphériques et des ganglions dont les DRG. L'information sensitive est
générée suite aux stimuli des récepteurs sensoriels, elle remonte le long des axones
sensitifs, localisés dans les nerfs, passe par les DRG (corps cellulaire des neurones
sensitifs) puis intégre le SNC (paragraphe 2.2.2.1.3). A Tlinverse, pour effectuer un
mouvement, la voie motrice est activée et les terminaisons des neurones moteurs présentes
dans les muscles, entrainent leur contraction (je ne détaillerai pas plus les terminaisons

motrices).
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Figure 5: Les corps cellulaires des neurones sensitifs unipolaires sont localisés dans les DRG.

(A) Les neurones sensitifs sont des neurones unipolaires. L'axone est constitué d’'un prolongement central
qui pénetre dans le SNC et établit des synapses avec des interneurones et d'un prolongement
périphérique qui capte les stimuli sensoriels. (B) Les DRG, renflements des racines dorsales de la moelle
épiniére, sont composés de trois types de neurones : les neurones proprioceptifs, méchanoreceptifs et
nociceptifs. Ces neurones difféerent en termes de taille, de marqueurs d'expression et de l'information
sensorielle qu’ils générent suite au stimulus du récepteur sensoriel. (Issu de Marmigere and Ernfors,
2007).
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Récepteurs sensoriels et nerfs spinaux

Les récepteurs sensoriels sont des structures spécifiques qui réagissent aux stimuli
extérieurs (aux changements dans I'environnement du corps). La conscience du stimulus
correspond a la sensation et l'interprétation du stimulus correspond a la perception. On
distingue différents récepteurs en fonction de leur localisation dans l'organisme. Les
extérocepteurs captent les stimuli provenant de I'environnement en étant principalement
situés a la surface du corps. lls correspondent donc aux récepteurs du toucher et de la
pression (mécanorécepteurs), aux récepteurs de la douleur et de la température
(nocicepteurs) ainsi qu'aux récepteurs des organes des sens. Les informations provenant
des extérocepteurs deviennent conscientes dans le cortex cérébral aprés propagation de
l'influx le long des voies sensitives. Les intérocepteurs, eux, informent le SN de I'état du
milieu interne. Ce sont les stimuli provoqués par les viscéres et les vaisseaux qui générent
les sensations de douleur interne, de faim, de soif, etc. Enfin, les propriocepteurs sont
localisés dans les muscles squelettiques, les tendons, les articulations, les ligaments et les
tissus conjonctifs, recouvrant les os et les muscles, et ils regoivent les stimuli internes. lls
informent donc en permanence le cortex cérébral et le cervelet des mouvements du corps et
de sa position dans l'espace, en mesurant les degrés d'étirement. La majorité de ces
informations restent inconscientes. Apres le stimulus, l'influx nerveux sensoriel généré
remonte vers le SNC le long des axones sensitifs périphériques localisés dans les nerfs. La
majorité des nerfs sont dits mixtes, c’est-a-dire gu’ils sont composés de neurofibres
sensitives et motrices (acheminement des commandes motrices de I'encéphale vers les

muscles effecteurs). Il existe quelques nerfs purement sensitifs ou moteurs.

Ganglions dorso-rachidiens (DRG)

Les corps cellulaires des neurones sensitifs associés aux nerfs spinaux sont localisés
dans les DRG, situés de part et d’autre de la moelle épiniére (Figure 5). Ces neurones
sensitifs nous permettent de sentir le toucher, la chaleur, le froid, la douleur, les mouvements
du corps et des membres et la position spatiale des membres par rapport au corps. Ce sont
des neurones unipolaires, un prolongement unique émerge du corps cellulaire puis se divise
en un prolongement central et un prolongement périphérique (Figure 5A). Ces deux
prolongements constituent I'axone. Les prolongements périphériques, localisés dans les
nerfs spinaux, sont liés aux récepteurs sensoriels et les prolongements centraux pénétrent
dans le SNC. Chaque type de neurones sensitifs posséde des caractéristiques moléculaires

uniques et répond a un type de stimuli précis (Marmigere and Ernfors, 2007).

Historiquement, on parle de trois types de neurones : les neurones nociceptifs, les neurones
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mécanoréceptifs et les neurones proprioceptifs (Figure 5B). Les neurones nociceptifs, de
petit diamétre (<30um), légérement myélinisés (fibres Ad) ou non myélinisés (fibres C) sont
responsables des sensations de douleurs et de température. lls peuvent exprimer des
combinaisons de marqueurs (TrkA, TRPV1, CGRP ou encore la substance P). Certains
neurones nociceptifs sont peptidergiques (CGRP+, substance P+) et d’autres sont non-
peptidergiques. Les neurones meécanoréceptifs servent au toucher et a la pression. Ces
neurones de large diamétre (>50um) peuvent posséder des axones myélinisés (fibres AB),
légérement myélinisés (Ad) ou encore non myélinisés (C). lls expriment généralement les
marqueurs TrkB et/ou TrkC. Enfin, les neurones proprioceptifs, responsables des
informations sensorielles relatives a la position des membres, sont des neurones de larges
diameétres avec des fibres Aa largement myélinisées permettant une conduction rapide. Ces
neurones représentent environ 15% des neurones des DRG et expriment tous TrkC et la
parvalbumine (PVALB) (Marmigéere and Ernfors, 2007). Les DRG sont donc composés de
populations neuronales hétérogénes. Un méme marqueur étant exprimé dans différentes
populations neuronales (par exemple TrkC est exprimé par certains neurones
mécanoréceptifs et par les neurones proprioceptifs), une population de neurone est identifiée
grace a lI'expression combinée de plusieurs marqueurs. De récentes études ont permis de
répartir ces neurones en sous-groupes en fonction de leur role et de leurs marqueurs
spécifiques, a partir des trois groupes originaux (Alshawaf et al., 2018; Lopes et al., 2017;
Usoskin et al., 2014). Usoskin et al. proposent, a la suite d’'une analyse transcriptomique des
DRG, la classification des neurones sensitifs en 11 populations différentes avec 6
populations nociceptives, 3 mécanoréceptives et 2 proprioceptives. Dans cette nouvelle
classification certains neurones sensitifs sont extrémement spécifiques a une sensation telle
que la proprioception, la mécanoception ou les démangeaisons. A linverse, les autres
sensations proviennent d'un ensemble de neurones avec différents états de transcription qui

co-expriment différents marqueurs (Usoskin et al., 2014).

2.2.2.1.3. La sensibilité dans le systeme nerveux central (SNC)

Lors du transport d’'un influx sensoriel, trois neurones consécutifs sont nécessaires
(neurones de premier, deuxieme et troisiéme ordre). Les neurones sensitifs des DRG
correspondent aux neurones de premier ordre. lls transportent I'information jusqu’au SNC en
passant par les racines dorsales. lls établissent alors des synapses avec les neurones de

deuxieme ordre dans les cornes dorsales de la moelle épiniére ou dans le bulbe rachidien.
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Figure 6 : Substance grise de la moelle épiniére.

La région sensitive (somatique et viscérale) de la moelle épiniere composée d’interneurones, correspond
aux cornes dorsales. Les fonctions motrices sont localisées dans les cornes ventrales, avec la présence
de neurones moteurs et d’'interneurones. Les racines dorsales sensitives et les racines ventrales motrices
qui fusionnent pour former les nerfs spinaux mixtes font partie du SNP.

SS : sensitivité somatique, VS : sensitivité viscérale ; SM : motricité somatique ; VM : motricité viscérale.

(Issu de Anatomie et Physiologie Humaines, Marieb et Hoehn, 9éme édition).
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Moelle épiniere

Les influx allant de la périphérie vers I'encéphale (influx sensitifs) et inversement
(influx moteurs) sont acheminés par la moelle épiniere, cordon de 42cm de long et 1,8cm de
large divisé en différentes régions : cervicale, thoracique, lombaire et sacrée. La moelle est
composeée sur tout son long de substance blanche entourant une colonne de substance grise
(en forme de papillon) avec en son centre, le canal de I'épendyme (Figure 6). La
décussation des fibres au niveau de la moelle est responsable du contréle du cété gauche
du corps par I'encéphale droit et inversement. La substance grise est composée de deux
projections postérieurs, les cornes dorsales, et de deux projections antérieurs, les cornes
ventrales. Les influx sensitifs somatiques et autonomes transitent par la corne dorsale pour
remonter vers I'encéphale et le cervelet. Les influx moteurs passent par la corne ventrale
puis la racine ventrale pour rejoindre les effecteurs (par exemple les muscles squelettiques)
(Figure 6). La substance blanche est majoritairement composée de neurofibres ascendantes
(sensitive) et descendantes (motrices) ainsi que des fibres passant d’'un cété a l'autre de la
moelle. Le long de la moelle, les fibres sont regroupées en colonnes formant les tractus et
faisceaux qui sont spécifiguement sensitifs ou moteurs (Figure 7) (voir paragraphe
2.2.2.1.4).

Tronc cérébral

Toujours en suivant un influx sensitif de la périphérie vers I'encéphale, la moelle
épiniere est reliée au cerveau et au cervelet par le tronc cérébral. Celui-ci est composé du
bulbe rachidien (partie inférieure), du pont (portion moyenne) et du mésencéphale (région
supérieure). Le bulbe rachidien est constitué des tractus corticospinaux, qui descendent du
cortex moteur primaire et continuent dans la moelle épiniére (tractus moteurs) et des
pédoncules cérébelleux inférieurs, par lesquels les faisceaux spinocérébelleux dorsaux
pénétrent dans le cervelet. Le bulbe rachidien contient également différents noyaux. Les
noyaux olivaires relaient au cervelet les informations sensorielles sur les étirements des
muscles et des articulations et les noyaux vestibulaires transmettent les commandes
motrices pour le maintien de I'équilibre. Les noyaux graciles et cunéiformes, formant le
lemnisque médial, relaient les informations tactiles fines et la proprioception consciente au
cortex somesthésique (synapses entre les neurones de premier et de deuxieme ordre). Le
pont, lui, contient des fibres de projection profondes reliant la moelle épiniére aux centres
cérébraux supérieurs. Il contient également des fibres superficielles formant les pédoncules
cérébelleux moyens qui permettent le transit de linformation des activités motrices

volontaires, déclenchées par le cortex moteur primaire au cervelet. Enfin, les pédoncules
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cérébraux du mésencéphale contiennent les tractus de la voie motrice principale qui
descendent de l'encéphale (cortex moteur) vers la moelle épiniere. Les pédoncules

cérébelleux supérieurs du mésencéphale relient le cervelet au reste de I'encéphale.

Cervelet

Le cervelet, situé en dessous du lobe occipital du cerveau, est essentiel dans
I'intégration des influx nerveux avec la réception et le traitement des informations
sensorielles proprioceptives recues. Il permet de synchroniser les contractions des muscles
squelettiques pour produire des mouvements coordonnés et précis. Il ajuste donc les
mouvements, de la planification, a l'initiation et a I'exécution. Au niveau de sa structure, les
deux hémisphéres du cervelet sont composés d'un cortex de substance grise, d’'une masse
de substance blanche et de masses jumelles de substance grises formant les noyaux
profonds (les noyaux dentelés, interposés et fastigiaux) (Figure 8A et B) (Ramnani, 2006).
Formé de 10 lobules, le cortex cérébral est trés ordonné et présente un aspect trés
caractéristique (Figure 8B). Au niveau cellulaire, le cortex est composé de trois couches :
granulaire, cellules de Purkinje (CP) et moléculaire (Figure 8C). Parmi les 5 types de
neurones composants le cortex cérébral (cellules satellite, en corbeille, de golgi, granulaire
et de Purkinje), les CP sont essentielles au traitement des informations regues par le cervelet
de la périphérie. Ces neurones piriformes possédent des dendrites extrémement ramifiées
dans la couche moléculaire du cortex et leurs axones projettent dans la couche granulaire et
la substance blanche pour aller former des synapses avec d’autres neurones dans les
noyaux. Les noyaux profonds du cervelet servent de relais entre le cortex cérébelleux et le
reste du systéme nerveux, chaque noyau communiquant avec différentes régions. Le noyau
dentelé est le plus grand noyau gris profond. Les pédoncules cérébelleux, dans le tronc
cérébral, font le lien entre le cervelet et le reste du SN. Les pédoncules cérébelleux
supérieurs (dans le mésencéphale) relient les noyaux profonds du cervelet au cortex
cérébral via le thalamus. Les pédoncules cérébelleux moyens du pont permettent le transit a
sens unique de l'information des activités motrices volontaires déclenchées par le cortex
moteur primaire au cervelet. Enfin les pédoncules cérébelleux inférieurs du bulbe rachidien
permettent l'acheminement des informations sensorielles venant des récepteurs
proprioceptifs. Ainsi, comment le cervelet fonctionne-t-il pour évaluer et réguler les
mouvements et la posture lors d’'une activité motrice (Marieb and Hoehn, 2015) ? Tout
d’abord, les régions motrices du cortex cérébral informent le cervelet de leur intention de
générer des contractions musculaires volontaires, grace aux neurofibres via les pédoncules

cérébelleux moyens. En parallele, les informations proprioceptives (tension des muscles et
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des tendons, position des articulations) et d’équilibre sont acheminées vers le cervelet via les
pédoncules cérébelleux inférieurs. Le cervelet peut donc apprécier la position du corps dans
'espace (amplifié a l'aide de la vision). Le cortex cérébelleux établit alors un plan d'action
permettant de coordonner l'intensité, la direction et la contraction des muscles squelettiques,
pour générer un mouvement précis et harmonieux avec une posture corporelle adaptée. Le
plan d’action est alors dicté au cortex moteur primaire de I'encéphale via les pédoncules
cérébelleux supérieurs. Ainsi, lors d’'une activité motrice le cervelet évalue et adapte en
permanence les mouvements et la posture. Il est également impliqué dans le langage, la

pensée et les émotions.

Cortex cérébral

Le cortex cérébral, composé d’interneurones, correspond au sommet hiérarchique du
systéme nerveux. De maniére trés simplifiée, il est le siége de la perception sensorielle et de
la régulation de la motricité volontaire (Marieb and Hoehn, 2015). Les mouvements
volontaires des muscles squelettiques sont contrélés par les neurones pyramidaux au niveau
du cortex moteur. Ces neurones pyramidaux, ou cellules de Betz, projettent leurs axones sur
les motoneurones et interneurones formant le tractus corticospinal. Le cortex somesthésique

primaire, lui, recoit les informations somatosensorielles.

2.2.2.1.4. Les voies sensitives et motrices

Au niveau des voies sensitives, les axones des neurones sensitifs de premiers ordres
(localisés dans les DRG) établissent des synapses avec les interneurones directement dans
les cornes dorsales a la hauteur ou ils pénétrent. lls peuvent aussi remonter le long de la
substance blanche dans les différents faisceaux et tractus et former des synapses avec des
interneurones a des niveaux supérieurs (moelle épiniére ou tronc cérébral). En fonction de la
région a informer, les influx sensitifs somesthésiques sont transmis par trois voies : la voie
spinothalamique, la voie du cordon dorsal et du lemnisque discal et la voie
spinocérébelleuse (Figure 9). Les deux premiéres voies transmettent leur influx au cortex
somesthésique de I'encéphale. La troisieme voie mene au cervelet directement. Il existe
deux voies spinothalamiques: latérale et ventrale. Le tractus spinothalamique latéral
transmet les influx sensitifs de douleur et de chaleur a I'encéphale (Figure 7). Les neurones
de premier ordre établissent des synapses avec les neurones de deuxiéme ordre dans les
cornes dorsales de la moelle (Figure 9). Les neurofibres croisent alors la ligne médiane et

remontent jusqu’aux neurones de troisieme ordre, dans le thalamus, par le tractus
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spinothalamique latéral. Les neurones thalamiques transmettent ensuite l'influx sensitif au
cortex somesthésique primaire. Le tractus spinothalamique ventral transmet les influx
sensitifs relatifs aux sensations tactiles (toucher grossier, contact) et a la pression. La voie
du cordon dorsal et du lemnisque médial est responsable des sensations tactiles fines et
baresthésies ainsi que de la proprioception consciente, grace aux récepteurs du toucher,
localisés a la surface du corps et aux propriocepteurs respectivement. Les axones des
neurones de premier ordre remontent le long des faisceaux graciles (partie inférieure du
corps) et cunéiformes (partie supérieure du corps) dans les cordons dorsaux (Figure 7) et
font synapses avec les interneurones de deuxiéme ordre dans les noyaux graciles et
cunéiformes du bulbe rachidien (Figure 9). Les neurofibres croisent alors la ligne médiane et
remontent jusqu’au thalamus (synapse avec les neurones de troisieme ordre) puis au cortex.
Enfin les voies spinocérébelleuses renseignent le cervelet sur I'étirement des muscles et des
tendons (proprioception inconsciente). Les neurones de premier ordre établissent leurs
synapses avec les neurones de deuxieme ordre dans les cornes dorsales de la moelle, plus
précisément, dans les noyaux de Clarke (colonne de Clarke) pour les membres inférieurs et
le tronc et dans le noyau de Betcherew pour les membres supérieurs (Figure 9). Les axones
des neurones de deuxieme ordre montent ensuite par les tractus spinocérébelleux dorsaux
(membres inférieurs et tronc) et ventraux (membres supérieurs) (Figure 7). lls pénétrent
dans le cervelet par le pédoncule cérébelleux inférieur et le pédoncule cérébelleux supérieur
respectivement.

Les tractus descendants acheminent les influx moteurs (efférents) des régions
motrices du cerveau aux motoneurones dans la moelle épiniére. La voie motrice principale,
également appelée voie pyramidale passe par les tractus corticospinaux et corticonucléaires
(Figure 7) pour transmettre les influx moteurs volontaires aux muscles squelettiques. L'influx
est initié dans les neurones pyramidaux du cortex moteur primaire. lls forment ensuite des
synapses avec des interneurones de la moelle ou directement avec les neurones moteurs
inférieurs dans la corne ventrale. La décussation a lieu dans les pyramides du bulbe
rachidien. Les tractus corticospinaux sont responsables de la contraction des muscles
squelettiques des membres supérieurs et inférieurs. La contraction des muscles
squelettiques du cou et de la téte est régie par les tractus corticonucléaires. La voie
pyramidale permet donc la commande des mouvements fins et précis. Les voies motrices
secondaires (tractus tectospinal, vestibulospinal, rubrospinal et réticulospinaux), autrefois
appelées voies extrapyramidales, sont responsables des contractions musculaires semi-

volontaires (tonus musculaire par exemple). Les axones des motoneurones de la moelle
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Figure 10 : Dégénérescence des larges neurones des DRG et neuropathie sensitive.

(A-B) Les DRG de patients AF montrent une diminution de la taille des neurones, un perte des larges
neurones et la prolifération de cellules satellites pouvant se regrouper en nodules résiduels (fleches noires)
par rapport aux contréles (ctrl). Coloration hématoxyline-éosine (A) et immunohistochimie S100a contre les
cellules satellites (B). Barres de taille, 50 um. (C) La double immunofluorescence pour la protéine zéro de la
myéline (PO en rouge) et la tubuline axonale A de classe Ill (en vert) dans le nerf sural de patient AF par
rapport au contrdle montre des axones présents mais avec un diamétre réduit et des défauts de myéline.
Barres de taille, 25 um (D) Les nerfs présentent les mémes déficiences en microscopie électronique avec
des gaines de myéline peu épaisses ou absentes (fleche noire) et des neurofibres qui dégénérent. Barres de

taille, 5 um. (Issu de Koeppen et al., 2011 et Koeppen et Mazurkiewicz, 2013)
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épiniere partent ensuite dans les racines ventrales des nerfs pour atteindre les muscles

squelettiques.

2.2.2.2. Atteintes anatomopathologiques de I'AF

L'ataxie mixte, observée dans I'AF, résulte de dysfonctions dans la transmission de la
position et de la somatosensation au cervelet et au cortex somatosensoriel dues a des
anomalies a différents niveaux (DRG, nerfs périphériques, moelle épiniére et cervelet). La
majorité des recherches concernant I'anatomopathologie de I'AF sont effectuées sur des
nécropsies de patients, donc généralement a des stades tardifs de la maladie. Il est donc
difficile d'établir précisément quels sont les événements primaires et secondaires

responsables des différents symptdmes et différents débats existent dans le domaine.

Atteinte des neurones proprioceptifs et des nerfs sensitifs dans I'AF

La perte de la sensibilité profonde et du réflexe ostéotendineux résultent de la
dégénérescence primaire des larges neurones sensitifs des DRG (Pandolfo, 2009). Des
nécropsies de patients montrent des diminutions du nombre de gros neurones et de la taille
des neurones (Figure 10A), ainsi qu'une prolifération des cellules satellites (Figure 10B)
(Koeppen and Mazurkiewicz, 2013). Ces cellules satellites, qui entourent normalement les
neurones, peuvent former des nodules résiduels et participeraient a la destruction des larges
neurones (Koeppen et al.,, 2016). Dans la communauté scientifique, les avis different
concernant la pathologie des larges neurones des DRG. Classiquement, l'atteinte des
neurones était décrite comme neurodégénérative conduisant a leur atrophie progressive puis
a la mort cellulaire. Récemment, un processus d’hypoplasie résultant d'un probléme
développemental plutdt qu'un processus de neurodégénérescence et d'atrophie a été
proposé (Koeppen et al., 2017). Cette hypothése résulte du fait que la diminution de la taille
des neurones analysés dans les nécropsies est similaire dans les différentes nécropsies,
indépendamment de 'age de décés des patients, de I'age de début et de la progression de
la maladie. Ainsi, la question de mécanismes hypoplasiques, atrophiques ou une association
des deux se pose. De cette question découle une autre question : au moment du diagnostic,
les larges neurones proprioceptifs, bien que déficients, sont-ils encore présents dans les
DRG ? Et, siils sont présents, a quel point sont-ils plastiques et le phénotype réversible ?
Au niveau des racines dorsales, les larges fibres myélinisées issues des DRG qui pénétrent
normalement dans le SNC sont affectées. Dans le SNP une neuropathie sensitive

périphérique est également décrite (Delatycki and Corben, 2012). Dans le nerf sural de
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Figure 11 : Atteinte de la moelle épiniére et dégénérescence de différents faisceaux et noyaux.

(A Des sections transverses de moelle épiniére thoracique contrble (ctrl) et AF avec un immunomarquage
de la protéine basique de la myéline (MBP) montrent une réduction de la taille de la moelle et des pertes
de fibre myélinisées dans les colonnes dorsales, dans les faisceaux spinocérébelleux dorsaux et dans les
tractus corticospinaux latéraux. Barres de taille, 1mm (B) La dégénérescence de ces faisceaux et tractus
est également visible avec un marquage B-tubuline classe Il ; ligne interrompue : tractus cortiocospinal
latéral. Les images (a) et (b) sont des grossissements de la région pointée avec la fleche dans le ctrl,
correspondant a la colonne de Clarke (idem AF, (c) et (d)). La colonne de Clarke (relais dans le voie
spinocérébelleuse) dégénére avec la perte des larges noyaux dorsaux dans les moelles AF (c, d) par
rapport au contréle (a, b)). Barres de taille, 1mm et grossissement (a, ¢) 200um et (b, d) 50um. (C)
Atrophie neuronale mise en évidence dans le noyau gracile de patients AF par rapport au contréle avec
une immunochimie anti-neurofilament. Barre de taille 50um. (Issu de Koeppen et al., 2017 ; Koeppen and
Mazurkiewicz, 2013)
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patients, un nerf purement sensitif, les axones sont encore présents mais une diminution de
leur diametre et de la myélinisation est observée (Figure 10C et D) (Koeppen and
Mazurkiewicz, 2013). Cette neuropathie sensitive corréle avec les résultats
d’électromyogrammes (EMG) qui présentent des potentiels d’actions sensitifs réduits ou
absents. A ce jour, l'origine de cette neuropathie n’est pas déterminée : résulte-t-elle de la
dégénérescence rétrograde des neurones proprioceptifs ? Ou est-elle une pathologie

indépendante qui amplifie les dommages dans les DRG ?

Atteintes spinocérébelleuses dans I'AF

La moelle épiniére des patients AF est plus fine que celle d'individus sains et
présente une atrophie dégénérative des projections axonales dans les colonnes postérieures
de la moelle (Figure 11A) (Koeppen, 2013). L’atrophie des différentes structures semble
résulter de la perte des larges neurones sensitifs des DRG. Elle serait donc une pathologie
secondaire mais, elle pourrait aussi étre primaire et commencer apres la dégénérescence
des larges neurones proprioceptifs. Dans la continuité de défauts développementaux et non
neurodégénératifs, Koeppen et al. proposent une hypoplasie de la moelle épiniere. Il
I'explique par un canal de la moelle épiniére plus étroit chez les patients AF résultant d’'un
élargissement incomplet de la moelle pendant la croissance (Koeppen et al., 2017).

Les faisceaux graciles et cunéiformes, formant la colonne dorsale dégénerent
(Figure 11 A et B) avec des defaults plus marqués au niveau lombaire (Koeppen and
Mazurkiewicz, 2013). En ligne, dans le bulbe rachidien, les larges neurones de second ordre
de la voie du cordon dorsal et lemnisque médial (noyaux gracile et cunéiformes) sont
absents dans des nécropsies de patients (Figure 11C). Le noyau gracile (membres
inférieurs) est plus atteint que le noyau cunéiforme (membres supérieurs). La
dégénérescence des faisceaux spinocérébelleux est également plus sévére au niveau des
faisceaux dorsaux (proprioception inconsciente des membres inférieurs) que ventraux
proprioception inconsciente des membres supérieurs) (Figure 11A).

La voie spinocérébelleuse dorsale a pour relais la colonne de Clarke dans les racines
de la moelle (les neurones de premier ordre y forment des synapses avec les neurones de
deuxiéme ordre). Les larges neurones sont absents dans la colonne de Clarke des patients
AF (Figure 11B).

Au niveau moteur, I'atrophie progressive des tractus corticospinaux, particulierement
au niveau lombaire est responsable de la spasticité des membres inférieurs, de la faiblesse
musculaire et des réflexes moteurs anormaux spécifiques de I'AF (Pandolfo, 2009). La

portion spinale de ces tractus dégénére et présente des défauts de myéline (Figure 11A et
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Figure 12: Atrophie du noyau dentelé du cervelet.

(A) Le noyau dentelé du cervelet est fortement atrophié chez les patients AF par rapport aux controles
(ctrl) (marquage pour le fer). Le reste du cervelet ne présente pas d'autre déficience majeure. (B) Une
perte massive des gros neurones du noyau dentelé du cervelet est observée chez les patients AF par
rapport aux contrbles grace a une immunocytochimie anti NSE (neurones specific enolase). Les
fleches (AF) indiquent des petits neurones non affectés. Barre de taille, 100um. (Issu de Koeppen,
2011)
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B). De plus, dans les pyramides médullaires une atrophie des décussations cortiocospinales
est observée et le nombre de cellules de Betz du cortex moteur primaire diminue (Koeppen
and Mazurkiewicz, 2013).

Atteintes cérébelleuses et cérébrales dans I'AF

Le cervelet est également un lieu de dégénérescence primaire de I'AF, avec
I'atrophie du noyau dentelé (Figure 12) (Koeppen, 2011). Le noyau dentelé, source majeure
de fibres efférentes du cervelet contient naturellement beaucoup de fer (Selvadurai et al.,
2018). L’atrophie de ce noyau est associée a la perte sélective de ses gros neurones
(Figure 12), de leurs fibres myélinisées efférentes, ainsi qu'a une gliose. Traditionnellement,
seule l'atteinte du noyau dentelé était décrite dans I'AF. En effet, de maniére globale, le
cortex cérébelleux reste intact. Cependant, au cours de la derniere décennie, les nouvelles
techniques de neuro-imageries ont permis d'identifier d’autres atteintes cérébelleuses et
cérébrales légeéres (Selvadurai et al., 2018). Des anomalies de microstructures de la
substance grise et blanche peuvent étre observées dans le cervelet. De plus, certaines
cellules de Purkinje présentent un élargissement et un gonflement axonal dans la couche
granulaire ainsi que des défauts au niveau des terminaisons synaptiques avec les neurones
du noyau dentelé (prolifération et désorganisation) (Kemp et al.,, 2016). Ces défauts
traduisent probablement des dégénérescences rétrogrades des cellules de Purkinje, a partir
des neurones atrophiés du noyau dentelé, qui ne peuvent alors plus établir leurs synapses.
Mais ils peuvent aussi étre une conséquence directe de I'absence de frataxine, ou une
combinaison des deux. Une atrophie, avec une démyélinisation, du pédoncule cérébelleux
supérieur et de ses noyaux rouges est également présente chez les patients AF (Corben et
al., 2014). Les noyaux rouges recgoivent les terminaisons des neurofibres du noyau dentelé.
Leur atrophie entraine donc un défaut de connectivité du cervelet au cortex cérébral. Enfin,
des dysfonctions cérébrales Iégeres ont été identifiées avec des disruptions dans l'intégrité
de la substance blanche et dans la substance grise (Selvadurai et al., 2018).

Ainsi, le systéme sensitif responsable de la proprioception est compromis dans de
nombreuses régions du SN, de la périphérie jusqu'a I'encéphale. Il semblerait que les
neurones proprioceptifs des DRG et le noyau dentelé soient les sites primaires de
dégénérescence de I'AF. Cependant, la cinétique des déficiences est difficile a étudier de
par I'étude de I'anatomopathologie sur des nécropsies de patients.
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2.3. Atteintes extra-neurologiques

La majorité des patients développent une cardiomyopathie, en général tét au cours
de la maladie. Le phénotype cardiaque est assez variable mais des échocardiographies
(ECG) montrent une cardiomyopathie hypertrophique avec, particulierement, un
épaississement de la paroi du septum et du ventricule gauche (Payne, 2011). L’hypertrophie
évolue ensuite vers une dilatation cardiaque qui résulte de la perte des cardiomyocytes et de
la mise en place de fibrose. Il n'y a pas de corrélation entre les sévérités cliniques
cardiaques et neurologiques.

Les patients ont tendance a développer un diabéte ou une intolérance au glucose (10
a 30%). Toujours secondaire aux autres pathologies (apparition en générale 15 ans apreés le
début de la maladie), ce diabéte résulte de l'atrophie des flots B du pancréas en paralléle
d'un déclin de la production d’insuline par les cellules B restantes (Koeppen, 2011). Une
résistance a l'insuline se met aussi en place, aggravant les défauts pancréatiques. Une
corrélation entre I'age de début, la durée de la maladie et le risque de diabéete a été décrite
(Burk, 2017). L'intolérance au glucose et le diabéte sont a évaluer régulierement chez les
patients. En effet, un diabéte non pris en charge pourrait entrainer I'aggravation des
symptémes neurologiques (neuropathie diabétique et troubles de l'audition et de la vision).

La majorité des patients (60 a 80%) présentent aussi des déformations du squelette
avec une scoliose (courbure majoritairement thoracique et lombaire) (Tableau 2). Cette
scoliose peut étre légere et peu handicapante mais elle peut aussi étre treés sévéere et
nécessiter une procédure chirurgicale (Parkinson et al., 2013). Certains patients (20 a 40%)
présentent des troubles du sphincter et des problémes intestinaux et urinaires. Ces éléments
sont peu étudiés mais le confinement en fauteuil roulant amplifie ces symptédmes. Comme
pour de nombreuses maladies chroniques, de nombreux cas de dépression sont rapportés,
allant d'une baisse de morale a une dépression sévere. Enfin les patients évoquent tres
souvent une grande fatigabilité, mais elle n’est renseignée que par tres peu d’informations

médicales.

2.4. Variabilité clinique

Environ 75% des patients présentent une forme typique de I'AF (décrite ci-dessus).
Les autres 25% présentent des formes atypiques avec une apparition tardive ou des réflexes
ostéotendineux maintenus (absence de certains criteres de diagnostic). Dans les formes

tardives de I'AF, les patients développent des symptdomes aprés 25 ans ou aprés 40 ans, on
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parle de LOFA (late onset Friedreich ataxia) et VLOFA (very late onset Friedreich ataxia)
respectivement (Burk, 2017; McCabe et al., 2000). Chez ces patients la maladie progresse
en générale plus lentement et les atteintes non neurologiques sont peu présentes
(cardiomyopathie, diabéte et scoliose), mais, ils développent un phénotype plus spastique. Il
existe également une forme tres précoce de la maladie (early onset Friedreich ataxia)
(Harding, 1981). Chez ces patients précoces, la progression de I'AF est extrémement rapide
et sévére et les atteintes non neurologiques sont tres présentes. La FARR (Friedreich ataxia
with retained reflexes) associe I'ensemble des symptdmes de I'AF classique mais avec une
neuropathie sensitive limitée et la conservation des réflexes ostéotendineux. De maniére
générale, I'AF est une maladie a progression et sévérité trés variable entre patients. Cette
variabilité est interfamiliale, en partie lié a la génétique (voir paragraphe 3) mais également

intrafamiliale (impliquant donc d’autres paramétres que la génétique).

2.5. Espérance de vie et déces prématuré

L’ataxie de Friedreich est associée a un déces prématuré des patients, avec un age
moyen a 36,5 ans (trés variable entre patients). La cardiomyopathie et les complications
cardiaques sont responsables de la majorité des déces (60%) et diminue I'espérance de vie
a 25 ans (Tsou et al., 2011). Des dysphagies, pneumonies résultant de dysphagies ou des
comas diabétiques sont d’autres causes de déces prématurés (Blrk, 2017).

Le tableau clinique de I'AF est donc particulierement sévere et démontre le caractére

tres handicapant de la maladie pour les patients au quotidien.
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3. L’ataxie de Friedreich, une maladie génétique

3.1. Mutations dans le géne FXN

3.1.1. Historique de l'identification du géne et expression du géene

L’AF est une maladie autosomique récessive, dont le caractere héréditaire avait déja
été mis en évidence en 1873, par N. Friedreich (Koeppen, 2013). En 1988 et 1989, des
études de liaison ont permis de déterminer 'emplacement chromosomique de la mutation.
Le géne muté est lié a deux marqueurs chromosomiques localisés sur le chromosome 9 :
MCT112 (D9S15) et D9S5 (Chamberlain et al., 1988; Fujita et al., 1989). La localisation
précise du marqueur D9S5 (9913-g21.1) a ensuite été identifiée par hybridations in situ,
placant le gene de I'AF dans cette région précise (Hanauer et al., 1990). Par la suite, la
diminution de cette région a 150kb a entrainé le proposition de différents genes candidats et
le géne causatif a finalement été identifi¢ en 1996, au locus 9921.11 (Figure 13)
(Campuzano et al., 1996). Ce géne, X25, a alors été renommé FXN et la protéine qu'il
encode a été appelée frataxine (FXN), du nom de la pathologie.

Le géne FXN est composé de 7 exons, les exons 1 a 5a formant le transcrit
majoritaire (1,3 kb) (Figure 13). Un transcrit minoritaire (incluant I'exon supplémentaire 5b)
peut étre formé mais aucune fonction significative ne lui a été attribué (Pandolfo, 2009). Ce
géne est exprimé de maniére ubiquitaire mais a différents niveaux, avec une expression
particulierement forte dans le cceur et la moelle épiniere et Iégérement moins dans le foie, le
pancréas et les muscles squelettiques (Campuzano et al., 1996). Chez la souris, I'expression
du géne Fxn commence au stade embryonnaire (détection expérimentale a E10,5, mais
probablement plus tét au cours du développement) et augmente progressivement
(Koutnikova et al., 1997).

Deux types de mutations du géne FXN sont retrouvés chez les patients AF. La
mutation majeure est une répétition de triplet GAA (Campuzano et al., 1996). Elle est
présente a I'état homozygote pour 96% des patients. Les 4% restants sont hétérozygotes
composites, ils présentent I'expansion pathogénique sur un allele et une autre mutation
(ponctuelle ou large délétion) sur l'autre allele (Cossée et al., 1999; Galea et al., 2016;
Gellera et al., 2007). Les différentes mutations sont représentées dans la figure 14 (liste non

exhaustive des mutations ponctuelles).
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Figure 14 : Différentes mutations du géne FXN.

L'expansion GAA (triangle rose) dans I'intron 1 du géne FXN est la mutation majeure de I'AF avec
96% des patients homozygotes pour ces expansions et 4% hétérozygotes composites. Les
hétérozygotes composites présentent une expansion GAA sur un alléle et une mutation ponctuelle sur
lautre allele (mutations faux-sens : *; insertions/délétions : triangles ; mutations au niveau de sites
d'épissages : traits roses ; mutations a I'ATG : en rose ; et mutations non-sens : en bleu) (Adapté de
Cosseée et al., 1999 ; Galea et al., 2016).
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3.1.2. Mutation majeure de I'AF : expansion de trinucléotides GAA

L'ataxie de Friedreich fait partie de la famille des maladies a expansion de
trinucléotides. Mais, elle se différencie des autres pathologies de ce groupe en raison de son
caractere récessif, de la spécificité du trinucléotide et de sa localisation génique. L’AF résulte
d'une expansion du triplet GAA dans le premier intron du géne FXN, au niveau d'une
séquence ALU (Figure 14) (Campuzano et al., 1996). Chez les individus sains, une
répétition de 7 a 30 GAA est présente dans le premier intron du géne, avec la majorité des
alléles contenant 7 a 10 répétitions. On parle alors d’expansion normale courte (SN pour
short normal). Entre 11 et 30 répétitions on parle d’expansion normale longue (LN, long
normal). Les expansions pathogéniques des patients (E, expanded) vont de 60 a 1700
répétitions GAA, avec une moyenne entre 600 et 900 triplets (Durr et al., 1996). Une
expansion de 30 a 60 nucléotides est considérée comme une pré-mutation en raison d’un
caractére instable (expansion stable jusqu’a 30 nucléotides), elle sera donc sujette a former
des expansions pathologiques (Cossee et al., 1997; Montermini et al., 1997). Un effet
fondateur serait a I'origine de ces expansions pathologiques. Une expansion de petite taille
(SN) aurait été dupliquée en une expansion LN. Une nouvelle duplication de I'expansion LN
aurait entrainé la formation d’une expansion instable (entre 30 et 60 GAA) (Cossee et al.,
1997). Ces grandes expansions sont particulierement instables lors de la transmission, avec
un effet parental important. Ainsi les expansions pathogéniques ont pu apparaitre
progressivement dans les générations suivantes. L'instabilité peut conduire a une
augmentation du nombre de GAA mais également une diminution. Il a été observé que
l'allele maternel peut s’étendre ou se contracter alors que l'allele paternel tend a se
contracter uniguement (Montermini et al., 1997; Pandolfo and Pastore, 2009). L'instabilité de
I'expansion est également somatique (De Biase et al., 2007a, 2007b). Cette mutation GAA
est portée par 'ensemble des patients, a I'état homozygote ou hétérozygote (associé a une
autre mutation). A I'état homozygote, sur les deux alléles, les expansions sont en général de
tailles différentes. Les individus porteurs d’'un alléle pathogénique et d'un alléle normal ne

sont pas affectés (porteurs sains).

3.1.3. Autres mutations

Chez les patients hétérozygotes composites (4%), la deuxieme mutation peut

correspondre & une mutation ponctuelle ou une large délétion.
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Mutations ponctuelles

Plus de 40 mutations ponctuelles ont été identifiées, avec des mutations non-sens,
faux-sens, des petites insertions et délétions conduisant a un décalage du carde de lecture
ou encore des mutations d’épissage (exemples de mutations dans la Figure 14, Tableau 3)
(Cossée et al., 1999; Galea et al., 2016; Gellera et al., 2007; Musco et al., 2000). Elles
conduisent a l'absence d'une frataxine fonctionnelle (absence de synthése protéique ou
expression d’'une frataxine tronquée ou non fonctionnelle) et touchent toutes des résidus
conservés (Pandolfo and Pastore, 2009). Avec l'addition de I'expansion GAA, certaines
mutations (en fonction du résidu affecté et de sa localisation dans la protéine par exemple)
meénent a un phénotype classique de I'AF, par exemple les mutations 1154F et W155R, alors
que d'autres mutations ménent a des formes atypiques ou modérée tel que G130V.
Certaines mutations ponctuelles ont été fonctionnellement et structurellement étudiées pour
comprendre la structure et le rble de la frataxine mais aussi pour comprendre les
mécanismes moléculaires de la maladie. Par exemple, certaines mutations ponctuelles
affectent I'entrée de la protéine dans la mitochondrie (mutations G130V, 1154F), certaines
entrainent un mauvais repliement et une dégradation de la protéine mature (L106S, G137V)
et d’autres perturbent la fonction de la frataxine par linhibition de son interaction avec
d’autres protéines (N146K, W155R, R165C) (Calmels et al., 2009; Clark et al., 2017;
Faggianelli et al., 2015; Schmucker et al., 2011). Les effets des 44 mutations identifiées ne

sont, actuellement, pas tous connus.

Larges délétions exoniques

Des hétérozygotes composites ont été identifiés avec de trés larges délétions
exoniques dans le géne FXN ; 10 cas ont été décrits (Parkinson et al., 2013). Les individus
avec une large délétion présentent majoritairement des symptbmes sévéres avec une
progression rapide. Par exemple, deux cas de délétions de I'exon 5a ont été décrits, les
patients présentent un phénotype classique mais a progression rapide avec une absence de
dysarthrie. En 2012, 6 cas de délétions larges (exons 2 et 3, exon 4 ou encore exons 4 et 5)
ont été décrits (Anheim et al., 2012b). Ces patients développent des symptdmes de maniere
précoce avec des atteintes neurologiques sévéres et des atteintes extra-neurologiques tres

présentes (diabéte, scoliose et cardiomyopathie).

A ce jour, aucun patient homozygote pour des mutations ponctuelles ou des larges
délétions dans le géne FXN n’a été identifie. Cette absence peut s’expliquer par la fréquence

faible des mutations ponctuelles ou par la sévérité des mutations. En effet, la frataxine est
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L’expansion pathogénique GAA de 60 a 1700 répétitions dans le premier intron du géne FXN entraine
une diminution de I'expression de la frataxine (diminution de la transcription). La frataxine exprimée
dans les cellules des patients AF (5 a 30%) est normale et fonctionnelle. Un alléle normal contient 7 a
30 répétitions GAA.
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Figure 16 : Hétérochromatinisation du locus FXN et déficience de I'initiation de la transcription.
L'expansion pathogénique GAA initie une répression de la chromatine qui se propage jusqu’au
promoteur du gene. Des modifications post-transcriptionnelles des histones associées a
I'hétérochromatine, sont alors retrouvées avec par exemple la triméthylation des histones H3K27
(H3K27me3) et I'hypoacétylation des histones H4K5 (H4K5ac). Ceci entraine une transcription
fortement réduite du géne et donc I'expression faible de TARNm FXN et de la frataxine. NDR : région
deplétée de nucléosomes (nucleosome depleted region).TSS : transcription start site (Adapté de
Chutake et al., 2014).
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une protéine essentielle et son absence au cours du développement résulte en une létalité
précoce (Calmels et al., 2009; Cossée et al., 2000). Ainsi deux mutations ponctuelles
menant a I'absence de frataxine ou a une frataxine non fonctionnelle ne seraient pas viables.
Et de maniere inverse, deux mutations moins sévéres éviteraient le développement du

phénotype pathologique (mutations asymptomatiques).

3.2. Conséquences de I'expansion GAA sur I'expression du géne FXN

3.2.1. Diminution de I'expression du géne

L'expansion pathogénique GAA conduit a une diminution de l'expression de la
frataxine (Figure 15). En comparaison aux individus contrbles, les patients présentent des
niveaux résiduels de frataxine, estimés entre 5 et 30% (Campuzano et al., 1997). Une
diminution de la transcription du géne est responsable des niveaux réduits de frataxine mais
la protéine produite est normale et fonctionnelle. Les porteurs sains expriment environ 50%
de frataxine. Les taux de frataxine exprimés sont inversement corrélés a la longueur de
'expansion de trinucléotides. Plus I'expansion est longue, plus la diminution
transcriptionnelle sera sévére. Les mécanismes responsables de la diminution d’expression
de la frataxine résultant de I'expansion GAA ont été particulierement étudiés dans de
nombreux modéles de la maladie ainsi que dans des cellules de patients. A I'heure actuelle,
le mécanisme exact n’est pas connu mais il semblerait que ce soit une combinaison de deux
éléments : une extinction transcriptionnelle (silencing transcriptionnel) et la formation de

structures secondaires de I'ADN.

3.2.2. Mécanismes responsables de la diminution d’expression du gene FXN

Extinction transcriptionnelle du géne FXN

Une hétérochromatinisation du locus est observée dans les cellules de patients ainsi
que dans les modéles animaux présentant une expansion GAA (Figure 16) (paragraphe
5.2.1). En effet, en présence d’'une expansion pathogénique GAA, des modifications post-
transcriptionnelles d’histones sont présentes avec des marques d’hétérochromatine
(H3K9me2, H3K9me3, ou encore H3K27me3 autour de I'expansion GAA) (Herman et al.,
2006; Saveliev et al., 2003). Des differences de méthylations des ilots CpG ont également
été détectées (Al-Mahdawi et al., 2008). Cette extinction épigénétique est restreinte au locus

FXN et n'affecte pas les génes voisins (Li et al., 2015a). La répression de la chromatine
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diminution de I'expression de la frataxine en induisant des défauts dans la progression de la

machinerie de transcription (pause de I'’'ARN polymérase II) et entraine la fermeture de la chromatine
jusqu’au promoteur conduisant a un silencing épigénétique. TSS : transcription start site, Pol Il : ARN

polymérase Il. (Issu de Groh et al., 2014).
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s'étend de I'expansion GAA dans l'intron 1 jusqu'au promoteur du gene, entrainant une
déficience de linitiation de la transcription (Figure 16) (Chutake et al., 2014a; Greene et al.,
2007; Kim et al., 2011). L'amplitude de I'extinction du promoteur est directement dépendante
de la longueur de I'expansion GAA (Chutake et al., 2014b). Dans une moindre mesure, des
défauts au niveau de [I'élongation transcriptionnelle ont également été proposés avec
I'identification de modifications spécifiques des histones (Kumari et al., 2011; Punga and
Buhler, 2010).

Formation de structures secondaires de 'ADN

Concernant la formation de structures secondaires non canoniques de I'ADN,
I'expansion GAA pathogénique conduirait a la formation de structures hybrides ADN-ARN
(appelées R-loops) lors de la transcription (Figure 17) (Bidichandani et al., 1998; Groh et al.,
2014; Kumari and Usdin, 2012). Au niveau de ces structures, le brin d’ARN nouvellement
formé s’apparie au brin d’ADN modéle. Ces structures perturbent alors 'ARN polymérase Il
(ARN pol 1) affectant donc la progression de la machinerie de transcription (Figure 17). Il a
également été proposé que ces structures soient les signaux de modification de la
chromatine, générant sa répression et donc l'inactivation de I'expression du gene (Figure
17). En effet, dans ces cellules de patients, Groh et al. ont observé des marques
d’hétérochromatine (H3K9m2) associées aux R-loops, qui résulteraient de la formation de
ces R-loops (Groh et al., 2014). Dans le cas ou le mécanisme est similaire in vivo, ces
découvertes permettraient de lier les deux mécanismes : silencing épigénétique et formation
de structures secondaires. Le mécanisme entrainant I'hétérochromatinisation du locus a
partir des R-loops issus de I'expansion GAA n’est pas encore identifié. En lien avec ces
structures secondaires, une terminaison prématurée de la transcription a également été

évoquée (Butler and Napierala, 2015).

3.3. Corrélation génotype/phénotype

Le nombre de répétitions GAA varie grandement entre les patients AF, de 60 a 1700
répétitions. 1l existe une corrélation entre le nombre de répétitions dans I'expansion
pathogénique et la sévérité de la maladie (Durr et al., 1996; Filla et al., 1996; Montermini et
al., 1997). En effet pour les patients homozygotes, la longueur de l'allele avec I'expansion la
plus courte est inversement corrélée a la quantité de frataxine produite, & I'age d’apparition
des symptébmes et a la durée de la maladie (Figure 18A) (Tsou et al., 2011). Il y a également

une corrélation inverse entre la taille du GAA et I'age de décés (Figure 18B). Néanmoins, la
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taille de I'expansion GAA n’est pas pronostic et elle ne corréle pas avec I'ensemble des
phénotypes. De plus, des différences intrafamiliales sont observées (méme nombre de GAA
dans la fratrie). Ces éléments indiquent que d’autres facteurs entre en jeux, tel que le fond
génétique, l'instabilité de I'expansion ou encore le mosaisme somatique (Pandolfo, 2009).

L’identification du géne en 1996 a permis de relier génétiquement les formes
atypiques de I'AF avec des débuts trés précoces et une grande sévérité clinique ou avec une
apparition tardive de I'AF et une progression lente (LOFA et VLOFA).
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4. La frataxine et son rble dans les cellules

4.1. Description générale de la frataxine

Le gene FXN code pour la frataxine (FXN) une protéine ubiquitaire dont la forme
mature est localisée dans la mitochondrie (Koutnikova et al., 1997). Le génome nucléaire
encode un précurseur de 210 acides aminés traduit dans le cytosol (FXN1.210) (Figure 19).
Ce précurseur de 23 kDa est importé dans la mitochondrie grace a son signal d’import
mitochondrial, localisé en N-terminal, et clivé par la protéine MPP (mitochondrial protein
peptidase). Un premier clivage, entre les résidus 41 et 42, génére une forme intermédiaire
de la frataxine (FXNa2-210, 19 kDa) et un deuxiéme clivage donne naissance a la forme
mature (FXNs1-210, 14kDa) (Figure 19) (Li et al., 2008; Schmucker et al., 2008).

La forme mature de la frataxine est conservée des bactéries Gram — (protéine Cyay)
a 'homme (Figure 20A) (Pandolfo and Pastore, 2009). C'est une protéine globulaire
composée de deux hélices a (longue en N-terminal et courte en C-terminal) entourant sept
feuillets B antiparalléles (Figure 20B). L’hélice a1 comporte une dizaine de résidus chargés
négativement, qui forment un pont acide. Ce pont a été pressenti comme site de fixation du
fer, élément essentiel dans I'identification du role de la frataxine (Dhe-Paganon et al., 2000).
La protéine contient également un cceur hydrophobe et un sillon chargé qui seraient
importants pour I'interaction avec d’autres protéines.

La frataxine mature est exprimée par I'ensemble des cellules mais, a différents
niveaux selon les tissus. Elle est cependant essentielle aux cellules. En effet une absence
compléte de frataxine méne a une létalité embryonnaire (Cossée et al., 2000). Chez 'adulte,
elle est particulierement exprimée dans le caeur puis dans le foie, les muscles squelettiques
et le pancréas, des tissus riches en mitochondries (Campuzano et al., 1996; Koutnikova et
al., 1997). Au niveau du systéme nerveux, elle est beaucoup moins exprimée que dans ces
derniers organes mais, une expression plus forte est détectée dans la moelle épiniéere et le
cervelet (trés peu dans le cortex cérébral). Au niveau du SN il n’y a donc pas de corrélation

avec la distribution mitochondriale.

4.2. |dentification du rble de la frataxine

A la suite de lidentification du géne, rapidement des observations faites chez les
patients ainsi que dans des modéles de la maladie ont associé a la frataxine un lien avec le

fer et le métabolisme du fer dans la mitochondrie. Différentes fonctions ont alors été
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Les centres Fe-S sont essentiels au bon fonctionnement et a la stabilité de nombreuses protéines
mitochondriales, nucléaires et cytosoliques tel que les complexes I, 1l et Il (phosphorylation
oxydative), I'aconitase (cycle de Krebs), la ferrochelatase (biosynthése de I'héme), la lypoyl synthase
(biosynthése de l'acide lipoique), les ADN polymérases a, o, €, la DNA2, 'ADN primase, XPD,
Endolll, MutY et RTEL (métabolisme de I'ADN), la protéine IRP1 (métabolisme du fer) ou encore
ABCEL1 (traduction et fonction ribosomale. NER : nucleotide excision repair, BER : base excision

repair.



Introduction

proposées a la suite de nombreuses études in vitro réalisées dans des modeles bactériens,
levures et mammiféres. La frataxine fut proposée comme une protéine de stockage du fer
(comme les ferritines), comme une protéine donneuse de fer pour différentes fonctions tel
que les machineries de biosynthése des centres fer-soufre (Fe-S) et de biosynthése de
I’'héme ou encore comme une protéine de réparation des centres Fe-S (Martelli et al., 2012).
Aujourd’hui, a la suite de validations in vitro et in vivo, un rdle dans la régulation de la

biosynthése des centres Fe-S lui est attribué.

4.3. La frataxine et la régulation de la biosynthése des centres Fe-S

4.3.1. Les centres Fe-S et leurs roles

Les centres Fe-S sont des cofacteurs inorganiques versatiles essentiels a la vie,
présents chez tous les organismes vivants (Lill, 2009). Comme I'ensemble des cofacteurs
inorganiques, ils sont uniguement composés d’ions métalliques. Les deux centres Fe-S les
plus courants (rhombiques et cubiques) sont également les plus simples en termes de
structure, ils contiennent uniqguement du fer (Fe?*’®*) et du sulfure (S%). Les noyaux
rhombiques sont composés de deux atomes de fer et de deux atomes de soufre [2Fe-2S] et
les noyaux cubiques de quatre atomes de Fe et quatre atomes de soufre [4Fe-4S] (Figure
21). Il existe aussi d’autres centres plus complexes pouvant contenir d’autres ions
métalliques. En général, ces cofacteurs sont coordonnés par des résidus cystéines des
protéines (ou histidine) via leurs atomes de fer. Les centres Fe-S sont particulierement
vulnérables a I'oxydation et & la dégradation (Rouault, 2012).

Les centres Fe-S sont essentiels a des centaines de protéines impliguées dans
diverses voies cellulaires, aussi bien le transport d’électrons, des processus de catalyse ou
de régulation, le métabolisme de I'ADN, etc... (Lill, 2009). Je décrirai ici plus précisément les
protéines a centres Fe-S que j'ai utilisé dans mon projet de thése (partie résultat) ainsi que
guelgues autres exemples (Figure 22). Les complexes | a lll (NADH déshydrogénase,
succinate déshydrogénase et cytochrome C réductase) de la chaine respiratoire
mitochondriale sont des protéines a centres Fe-S. Les centres Fe-S participent au transfert
d’électrons grace a leur potentiel redox, ils peuvent donc servir de donneurs ou d’accepteurs
d’électrons pendant la phosphorylation oxydative. La succinate déshydrogénase (SDH) est
déstabilisée en absence de son cofacteur. Les Fe-S participent également a des catalyses
enzymatiques avec, par exemple, I'aconitase dans le cycle de Krebs ou la lypoyl synthase

dans la derniére étape de la synthése de I'acide lipoique. Les centres Fe-S peuvent aussi
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Figure 23: Régulation du métabolisme de fer par les centres Fe-S.

Le métabolisme du fer est régulé dans les cellules par la présence ou I'absence de centres Fe-S sur la
protéine IRP1. En absence de fer, IRP1 et IRP2 (iron regulatory protein) régulent I'expression de genes
impliqués dans le métabolisme du fer en se liant a un élément IRE (iron responsive element). Si I'lRE est
localisée en 3’, TARNm est stabilisé et donc la protéine est augmentée. C'est le cas du récepteur a la
transferrine (TfR1), responsable de l'import du fer dans les cellules. Au contraire, si I'IRE est en 5, la
traduction du gene est réprimée et la protéine diminuée comme, pour la protéine de stockage du fer FRTL.
En revanche, en présence de fer, les centres Fe-S sont produits et la protéine IRP1 coordonnée a son
cofacteur, a une fonction d’aconitase cytosolique. IRP2 (et une petite partie d’'IRP1) est ubiquitinylée et
dégradée par le protéasome, par une médiation par FBXL5, un senseur du fer qui agit au sein de la E3
ligase. (Adapté de Hentz et al, 2010)
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avoir des roles de capteurs de I'environnement cellulaire. Par exemple le métabolisme du fer
est régulé grace a une protéine a centre Fe-S cytoplasmique, en fonction de la disponibilité
en fer dans les cellules (Figure 23) (Hentze et al., 2010). En présence de fer, les centres Fe-
S sont produits et la protéine régulatrice du fer IRP1 (iron regulatory protein 1) lie un centre
Fe-S. Elle agit alors comme une aconitase cytoplasmique. En revanche, dans le cas de
déficience cellulaire en fer, IRP1, non-liée & son cofacteur modifie I'expression de genes
spécifiques, afin de réguler la quantité de fer dans la cellule. L'apoprotéine se fixe sur de
structures en boucles appelées IRE (iron responsive element) au niveau de I'ARNm. En
fonction de la localisation de I'lRE, TARNm est stabilisé (IRE en 3'UTR) et préservé du
clivage endonucléolytique, entrainant I'augmentation de I'expression de la protéine ou alors
la traduction de 'ARNm est réprimée (IRE en 5’) menant & une diminution protéique. Le
récepteur a la transferrine (TfR1), responsable de I'import du fer dans les cellules, posséde
des IRE en 3'UTR alors que I'IRE de 'ARNm de la ferritine (FRTL), protéine de stockage du
fer est localisé en 5’UTR (Figure 23). Les centres Fe-S jouent également des rbles dans le
métabolisme de '’ADN avec des protéines essentielles a la réplication 'ADN : les sous-unités
catalytiques des ADN polymérases a, © et €, 'ADN primase (synthése de 'amorce des
fragments d’'Okasaki a la fourche de réplication) ou encore la DNA2 (maturation des
fragments d’'Okasaki, plus résection des coupures doubles brins de I'ADN) (Fuss et al.,
2015). On retrouve également des protéines a centres Fe-S dans les processus de
réparation de I'ADN avec I'hélicase XPD pour la réparation par excision de nucléotides
(NER) et les protéines MutY et Endolll pour la réparation par excision de bases (BER).
L'hélicase RTEL, impliquée dans la maintenance des téloméres est également une protéine
a centres Fe-S (Fuss et al., 2015) (Figure 22). Des protéines a centres Fe-S sont également
présentes dans le métabolisme des nucléotides avec les protéines GPAT et DPYD pour la
biosynthése des purines et la dégradation des pyrimidines en B-alanine respectivement
(Martelli et al., 2007; Schnackerz et al., 2004). Enfin, ABCE1, protéine essentielle a la
fonction ribosomale et a l'initiation de la traduction a également des centres Fe-S pour
cofacteurs (Rouault, 2015) ainsi que la ferrochelatase dans la biosynthese de I'heme (Lill,
2009) (Figure 22). Cette tres large variété des protéines a centres Fe-S, impliquées dans de

nombreux processus essentiels, traduit 'importance des centres Fe-S.

4.3.2. La biosynthése des centres Fe-S et le rble de la frataxine

La structure des centres Fe-S est particulierement simple mais leur biosynthése est

un meécanisme complexe et coordonné. Ce mécanisme est divisé en deux étapes:
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Figure 24: La biosynthese des centres Fe-S dans les mitochondries.

Dans les mitochondries la biosynthése des centres Fe-S se fait en deux étapes : (1) 'assemblage de novo
du centre Fe-S, étape dans laquelle la frataxine est impliquée et (2) le transfert des centres Fe-S aux
apoprotéines (Adapté de Colin et al., 2013 ; Beilschmidt and Puccio, 2014).
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'assemblage de novo du centre Fe-S sur une protéine échafaudage dans la matrice
mitochondriale puis la livraison aux apoprotéines avec l'assistance d’autres protéines. La
frataxine joue un réle dans la premiere étape. Je décrirai ici le systéme observé chez les

mammiferes, et principalement la premiére étape.

Assemblage de novo des centres Fe-S
L'assemblage de novo des centres Fe-S dans la matrice mitochondriale nécessite une
coordination du fer, du soufre, un apport d’électrons et s’effectue au niveau d’'un complexe
protéigue ISCU/NFS1/ISD11/ACP (Beilschmidt and Puccio, 2014). L'atome de soufre est
apporté par la cystéine désulfurase NFS1 (cystéine désulfurase pyridoxal phosphate (PLP)
dépendante) par la conversion de L-cystéine en alanine (Figure 24). Pour NFS1 requiert,
pour sa stabilisation, la présence de la protéine accessoire ISD11 pour sa stabilisation ainsi
que la protéine ACP (acyl carrier protein), récemment identifiée (Van Vranken et al., 2016).
Le réle d’ACP n’est pas encore complétement identifié mais il semblerait qu’elle soit
importante pour ISD11 et pour la coordination générale de la synthése des centres Fe-S. Sur
un pont mobile cystéine de NFS1, la conversion de la cystéine en alanine génére un
intermédiaire persulfure qui est ensuite réduit en sulfure et transféré sur la protéine
échafaudage ISCU. Le sulfure peut alors, avec des électrons, étre combiné au fer. Le
complexe ISCU/NFS1/ISD11/ACP est composé d’'un dimére de NFS1 avec chaque protéine
NFS1 associée a une protéine ISCU, une protéine ISD11 et une protéine ACP (Figure 24)
(Cai et al., 2017; Colin et al., 2013; Schmucker et al., 2011). La frataxine agit directement
avec ce complexe (formation d’'un complexe avec une frataxine par NFS1). La source de fer
n'est, a ce jour, pas identifiée. La frataxine avait initialement été proposée comme donneur
de fer (pour sa capacité a lier le fer) mais cette hypothése a depuis été réfutée par la
majorité de la communauté scientifique. Il semblerait que, dans la mitochondrie, le fer soit
sous une forme directement utilisable pour la synthese des centres Fe-S. Il est transporté du
cytoplasme aux mitochondries par les mitoferrines (MFRN) (Figure 24) (Beilschmidt and
Puccio, 2014). Plusieurs hypothéses sont proposées par rapport a la fonction de la frataxine
mais un réle de régulateur allostérique de la biosynthése de novo des centres Fe-S lui est
communément attribué. Il est proposé que la frataxine entraine un changement
conformation du complexe ISCU/NFS1/ISD11/ACP, permettant a NFS1 de transférer son
sulfure & ISCU grace a un rapprochement de la boucle NFS1 vers ISCU (Tsai and
Barondeau, 2010). Parent et al. proposent une amélioration du transfert du sulfure & ISCU
par la frataxine qui contr6leraient la réduction persulfide des thiols (Parent et al., 2015). Il a
aussi été proposé une stimulation de l'activité de la cystéine désulfurase NFS1, par la
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frataxine, pour augmenter la biosynthése des centres Fe-S (Fox et al., 2015). Enfin,
l'activation de la cystéine désulfurase permettrait un contrdle de l'entrée du fer par la
frataxine dans le mécanisme de la biosynthése des centres Fe-S (Colin et al., 2013) (Figure
24). Le frataxine stimule donc I'assemblage de novo des centres Fe-S, en son absence, des
centres Fe-S sont formés mais la biosynthése est trés peu efficace (Colin et al., 2013; Fox et
al., 2015). Enfin, des électrons sont nécessaires pour réduire les atomes de soufres. Pour un
noyau rhombique, quatre électrons doivent étre apportés : deux d’entre eux proviennent des
atomes de fer directement et les deux autres électrons sont apportés par un agent réducteur
exogéene au complexe tel que la ferrédoxine, une protéine a centres Fe-S, réduite par la
ferrédoxine réductase (FDRX) (Figure 24) (Lill, 2009; Rouault and Maio, 2017).

Transfert des centres Fe-S nouvellement formeés

A la suite de sa formation de novo sur ISCU, dans les mitochondries, le centre Fe-S
doit étre transféré aux apoprotéines (Figure 24). Cette deuxiéme étape n’'est pas totalement
élucidée chez les mammiféres mais elle implique de nombreuses protéines. Certaines
protéines chaperonnes, comme HSC20 ou GLRX5, protégeraient les centres Fe-S lors de
leur déplacement. D’autres protéines sont responsables de la maturation des centres (Lill,
2009). Par exemple, ISCA1 est essentielle pour la maturation des centres 4Fe-4S
(Beilschmidt et al., 2017). La machinerie mitochondriale de biosynthése des centres Fe-S
fournit donc ces centres aux protéines mitochondriales mais elle synthétise également un
composé inconnu soufré, exporté dans le cytosol par ABCB7, nécessaire pour la machinerie
d’'assemblage des centres Fe-S cytosoliques et nucléaires (CIA : cytosolic iron sulfur cluster
assembly) (Figure 24). Ainsi, les protéines a centres Fe-S cytosoliques et nucléaires
requiérent la machinerie mitochondriale de biosynthése de novo des centres Fe-S et la CIA

pour I'assemblage et la maturation des Fe-S.

La frataxine est essentielle pour la survie des cellules eucaryotes, son absence
conduit a différents phénotypes menant a la mort cellulaire. De maniére intéressante, les
bactéries, a l'inverse des cellules eucaryotes ne sont pas dépendantes de la frataxine
(homologue CyaY). Récemment, deux études publiées en paralléle ont permis de mettre en
évidence un seul résidu au niveau de la protéine ISCU responsable de la dépendance a la
frataxine ou non (homologue levure : Isu et bactérie : IscU) (Roche et al., 2015; Yoon et al.,
2015). Yoon et al. ont montré que le remplacement unique de la méthionine 141 par une
isoleucine (M141l) rend les levures indépendantes a la frataxine (homologue Yfhl). La
protéine Isu mutée est alors capable de lier Nfsl et de I'activer, sans Yfhl. De maniére trés
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intéressante, les bactéries, indépendantes a CyaY, présentent une isoleucine au niveau de
la position homologue d'iscU (position 108). La mutation de cette isoleucine en méthionine
(1108M) génere des bactéries dépendantes a la frataxine qui présentent alors des
phénotypes similaires aux levures eucaryotes Ayfh (Roche et al., 2015). La présence d’'une
isoleucine au niveau de ce résidu spécifique rendrait donc les cellules indépendantes de la

frataxine.

Différentes pathologies résultent de mutations affectant les différentes protéines de la
biosynthése des centres Fe-S, aussi bien I'assemblage de novo que le transfert du centre
Fe-S (Beilschmidt and Puccio, 2014). Selon le géne muté, le type de mutation et sa
conséquence sur l'expression de la protéine, différents symptdmes sont observés. Les
pertes de fonction totales générent des maladies extrémement sévéres et des pertes de
fonctions partielles (comme la frataxine et I'AF) sont plus progressives. Cependant, des
phénotypes mitochondriaux sont dominants pour I'ensemble des maladies affectant cette

biosynthése.
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Figure 25: Eléments physiopathologiques observés chez les patients AF.

Cercle vicieux reliant les trois anomalies biochimiques observées chez les patients AF. Les dépdbts de
fer (en bleu) et le déficit des protéines a centre Fe-S ont été observés dans des cardiomyocytes de
patients et des signes de stress oxydants ont été détectés dans I'urine et le plasma. Ces données ne
permettent pas de déterminer quel élément résulte directement de I'absence de frataxine. Histochimie

du fer dans les cardiomyocytes, issu de Koeppen, 2011. Barre de taille, 50 um.
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5. La physiopathologie de I'ataxie de Friedreich

Comme énoncé précédemment, la frataxine est essentielle a la survie des cellules et
au développement des organismes. En effet, la déplétion complete en FXN entraine une
létalité embryonnaire précoce chez les souris (jour embryonnaire 6,5), une Ilétalité
embryonnaire des plantes (Arabidopsis thaliana) et une létalité pupale chez la drosophile
(Chen et al., 2016a; Cossée et al.,, 2000; Vazzola et al., 2007). De plus, I'absence de
frataxine dans des fibroblastes murins en culture conduit a une perte de la division cellulaire
et a la mort des cellules (Calmels et al., 2009). Cette essentialité de la frataxine peut
s’expliquer par les nombreuses protéines a centres Fe-S impliquées dans les processus de
réplication cellulaire (ADN polymérases, ADN primase, DNA2) (Fuss et al., 2015).

L'utilisation de matériel biologique issu de patients ainsi que la génération de
modeles d'études (cellulaires et animaux) a permis a la communauté scientifique de I'AF
d’identifier certains mécanismes pathologiques de la maladie. La compréhension de ces

mécanismes pathologiques est nécessaire pour développer des approches thérapeutiques.

5.1. Observations faites chez les patients

Des biopsies, prélevements et échantillons post-mortem issus de patients mettent
principalement en avant trois défauts biochimiques majeurs (Figure 25). Historiquement, le
premier phénotype biochimique observé correspond a des dépbdts de fer dans des
cardiomyocytes de patients (Figure 25) (Lamarche et al., 1980). A la suite de l'identification
du géne et de la localisation mitochondriale de la frataxine, toujours dans des
cardiomyocytes de patients, des analyses de la chaine respiratoire mitochondriale et du
cycle de Krebs ont mis en avant des déficits des protéines a centres Fe-S, plus précisément
les complexes |, 1l et Il et 'aconitase (Rotig et al., 1997). La perturbation de 'homéostasie
du fer et la défaillance de la chaine respiratoire ont alors amené la question concernant le
stress oxydant : joue-t-il un réle dans la pathologie ? En effet, le stress oxydant résulte d’'un
déséquilibre entre la production d’oxydants et leur dégradation. Les dérivés réactifs de
'oxygene (ROS) correspondent a diverses molécules et radicaux libres générés a partir du
métabolisme de I'oxygéne. La chaine respiratoire est la source principale de ROS, avec la
génération d’ions superoxyde O,". Ces ions sont ensuite convertis en H,O, par les
superoxydes dismutases cytosoliques (SOD1 ou CuSOD) et mitochondriales (SOD2,
MnSOD). Dans des conditions normales, le systeme de défenses antioxydantes détoxifie

I'H,O2 en H,O. Cependant, I'H,O peut également réagir avec le fer ferreux (Fe?*) libre dans
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la cellule par la réaction de Fenton. Cette réaction entraine la production de radicaux
hydroxyles libres HO® hautement réactifs et dommageables pour 'ADN, les protéines et les
lipides. Des dommages cellulaires, résultant de stress oxydant, ont été détectés dans des
fluides de patients AF. Des augmentations de 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine (80H2'dG),
marqueur de dommages oxydatifs de 'ADN et de malondialdéhyde, un marqueur de la
peroxydation des lipides, ont été observés dans les urines et la plasma des patients
respectivement (Emond et al., 2000). Notons cependant que des études ultérieures n’ont pas
réussi a reproduire des dernieres données (Arnold et al., 2006; Di Prospero et al., 2007).
L’hypothése d'un cercle vicieux entre ces trois éléments biochimiques pathologiques a été
proposée mais elle ne permet pas de déterminer ce qui résulte directement de la déficience
en frataxine et ce qui est secondaire (Figure 25). Ainsi, I'étude sur des échantillons de
patients est limitante pour comprendre la pathologie de la maladie et la cinétigue des
éléments pathologiques. L'ensemble des tissus affectés présentent-ils les mémes
phénotypes ? Pour comprendre la physiopathologie de la maladie ainsi que ses bases
génétiques ou encore la fonction précise de la frataxine, la génération de modeéles d'étude
est essentielle. Ces modéles pourront ensuite étre utilisés pour développer des thérapies

efficaces.

5.2. Utilisation de modeles pour comprendre la physiopathologie

La grande conservation évolutive de la frataxine, des bactéries aux mammiféres, a
permis le développement de modeéles unicellulaires et multicellulaires variés allant de la
levure (Saccharomyces cerevisiae) a la souris (Mus musculus), en passant par le nématode
(Caenorhabditis elegans) et la drosophile (Drosophila melanogaster) (Puccio, 2009). Dans
une revue récapitulant I'ensemble des modeles mammiféres animaux et cellulaires de I'AF,
Perdomini et al. proposent une description du « modéle idéal » (Perdomini et al., 2013). En
résumé, le « modéle idéal » présenterait des niveaux fortement réduits de frataxine en raison
d'une longue expansion GAA dans le premier intron du géne codant la frataxine. Cette
diminution d’expression devrait entrainer des défauts dans les tissus d'intérét de I'AF (DRG,
noyau dentelé et coeur de maniére primaire) avec les symptdmes associés a I'AF. A ce jour,
malgré d’intenses efforts dans la génération de modeles d’études, aucun d’entre eux ne
remplit 'ensemble de ces critéres, mais chaque modéle apporte des avantages différents.
Ainsi, l'utilisation et I'étude de ces différents modeles (animaux et cellulaires) devrait

permettre a la communauté scientifique d’avoir un tableau général des mécanismes

pathologiques menant aux symptémes de I'AF. Pour étre le plus proche possible de ce qui
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Figure 26 : Génération de modeéles murins conditionnels de I'ataxie de Friedreich.

Des souris mutantes conditionnelles ont été générées avec la technologie Cre-LoxP. L'exon 4 du gene

Fxn, entouré de sites loxP (allele conditionnel) est excisé sous I'action de la Cre Recombinase. En fonction

du promoteur utilisé en amont de la Cre, la frataxine sera deplétée dans différents tissus. Le promoteur

MCK permet une déplétion dans le cceur et les muscles squelettiques, le promoteur NSE dans le systéeme

nerveux et le promoteur ALB dans le foie. Le modéle Prp* est un modéle inductible (Cre-ERT) avec une

déplétion de la frataxine dans le systeme nerveux, plus précisément dans les DRG et les cellules

granulaires du cervelet.
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se passe chez les patients AF, les modeles les plus pertinents sont les modéles mammiferes
(animaux et cellulaires). J'évoquerai les différents types de modeles utilisés dans la
communauté scientifique, particulierement les modéles mammiféres, pour ensuite décrire en
globalité les éléments physiopathologiques résultant de la déficience en frataxine dans I'AF,

éléments identifiés grace a 'ensemble de ces modeles.

5.2.1. Modéles mammiféres animaux

Modéles présentant une déplétion totale en frataxine

Afin d'étudier les effets de l'absence de frataxine spécifiguement dans les tissus
d'intérét, des modéles murins conditionnels, basés sur la technologie Cre-LoxP ont été
générés (Figure 26) (Puccio et al., 2001; Ristow et al., 2003; Simon et al., 2004; Thierbach
et al., 2005). En fonction du promoteur utilisé en amont de la Cre Recombinase, la frataxine
est spécifiquement déplétée dans les cellules d'intérét grace a des sites loxP entourant
I'exon 4 du géne Fxn (alléle conditionnel) (Figure 26). Un trés bon modéle cardiaque de I'AF
a été généré avec le Cre sous le contréle du promoteur MCK (muscle creatine kinase). La
frataxine est alors spécifiquement déplétée dans le coeur et les muscles squelettiques,
menant a une cardiomyopathie hypertrophique et une mort précoce (Puccio et al., 2001).
Deux modeles neurologiques ont également été générés avec ce systeme, I'un avec le
promoteur NSE (neuron specific enolase) et l'autre avec le promoteur protéine prion (Prp)
avec une Cre inductible au tamoxiféne (Cre-ERT) (Puccio et al., 2001; Simon et al., 2004).
Ces deux modéles ont apportées des informations sur la pathologie neurologique de I'AF
mais, ils présentent d'importantes limitations. Le modéle NSE développe une ataxie
progressive mais il est extrémement sévére et non spécifique (expression de la Cre dans le
coeur et le foie, et le SN est drastiguement atteint). Il ne reproduit donc pas le c6té progressif
de la maladie et les animaux meurent a 25 jours. Pour contourner cette sévérité,
probablement résultante de la déplétion précoce de la frataxine, le modéle inductible Prp a
été généré. Les souris développent une ataxie sensitive et cérébelleuse tardive, mais avec
une tres forte variabilité entre individus (probablement due a l'injection de tamoxiféne). Une
déplétion de la frataxine dans les cellules granulaires du cervelet méne a des symptomes
cérébelleux aspécifiques de I'AF. Des modeéles avec des déplétions de frataxine dans le foie
et le pancréas ont également été générés, permettant des études plus fondamentales
(Martelli et al., 2015; Ristow et al., 2003; Thierbach et al., 2005).

Récemment, un modeéle souris, basé sur I'utilisation de technologie d'édition de

génome, a été généré (Chen et al., 2016b). Pour cela, des virus adéno-associés (AAV)
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Deux stratégies différentes ont permis de générer des souris avec une expansion GAA menant a une
expresison réduite de faratxine. Les souris KIKI et KIKO portent une expansion GAA dans le 1° intron
du géne Fxn endogéne. La souris YG8sR est basée sur l'utilisation de YAC avec le locus FXN humain

contenant I'expansion pathogénique GAA.
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apportant le systéme CRISPR-Cas9 et un ARN guide Fxn ont été injectés dans le cortex de
souris, menant a la déplétion en frataxine dans cette région de I'encéphale. Ce modéle
développe des phénotypes cérébraux mais ne permet pas d’étudier la physiopathologie de la
maladie dans les tissus primairement affectés dans I'AF (DRG et cervelet).

Ces différents modeles murins développent pour la plupart des symptémes
spécifigues de [I'AF, ils sont donc particulierement utiles pour étudier les effets
physiopathologiques de I'absence de frataxine ainsi que pour développer et valider des
approches thérapeutiques. Cependant, les phénotypes sont probablement exacerbés. En
effet, les cellules déficientes présentent une absence totale en frataxine a partir d’'un temps
spécifiqgue d’expression de la Cre Recombinase alors que des taux résiduels d'une FXN
fonctionnelle sont détectés chez les patients. Des modeéles souris avec des expansions GAA

dans le premier intron du géne seraient donc idéales pour étudier I'AF.

Modéles présentant une expression résiduelle de frataxine en présence d'une

expansion GAA

Les souris ne présentent naturellement pas d’expansion GAA dans le premier intron
du géne Fxn. Cependant, la présence d'une expansion pathologique GAA entraine une
diminution de I'expression de frataxine, démontré par plusieurs modéles souris GAA générés
par deux stratégies différentes, un modeéle Knock-in avec le GAA dans le premier intron du
géene Fxn et des modéles humanisés portant un YAC avec le locus FXN humain (Al-Mahdawi
et al., 2006; Anjomani Virmouni et al., 2015; Miranda et al., 2002). Ces différents modéles
sont extrémement utiles pour la compréhension des bases génétiques de I'AF avec I'étude
de l'extinction transcriptionnelle du géne et de la formation de structures secondaires de
'ADN, ainsi que de l'analyse de linstabilité du GAA. lls sont donc essentiels pour les
approches thérapeutiques visant a moduler I'expression du géne FXN. Cependant, ils
présentent une absence de phénotype ou des phénotypes trés légers résultant
probablement de la limite de taille de I'expansion GAA (environ 200 répétitions). En effet, il
est difficile d'insérer de grandes expansions et, en raison du contexte génomique, ces
modeles souris sont compliqués a générer.

L’insertion d’'une séquence (GAA).3 directement dans le premier intron du géne Fxn
a permis de générer les souris KIKI et KIKO (Figure 27) (Miranda et al., 2002). Les souris
homozygotes KIKI (Knock-in/Knock-in) possedent des expansions GAA au niveau des deux
alleles du géne et expriment 66 a 83% de frataxine. Le croisement de ces souris avec des
souris hétérozygotes pour la frataxine (Fxn*") a permis la génération des souris KIKO

(Knock-in/Knock-out), avec un allele portant le (GAA)230 et un allele KO (absence de I'exon
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4). Les souris KIKO expriment 25 & 36% de frataxine. Cependant, ces souris ne présentent
pas, ou trés peu de phénotype. Certaines équipes décrivent des phénotypes Iégers mais ils
sont difficilement reproductibles d’'un laboratoire a l'autre. Des changements légers dans
I'expression de certains génes ont été identifiés mais, aucun phénotype robuste et consistant
n'a été décrit. Ceci résulte probablement de la taille limitée de I'expansion GAA, du contexte
génétiqgue et de la durée de vie courte des souris (2 ans), ne permettant pas un
développement sévére d’'une pathologie (Perdomini et al., 2013).

La seconde stratégie repose sur l'utilisation de chromosomes artificiels de levure
(YAC) portant le gene FXN humain avec une expansion GAA, permettant la présence du
GAA dans le contexte approprié du génome. Ces modéles humanisés ont ensuite été
croisés avec des souris hétérozygote KO pour la frataxine afin de générer des animaux KO
pour la frataxine (Fxn™) portant le YAC-FXN (Figure 27) (Al-Mahdawi et al., 2006). Ces
approches ont montré que la frataxine humaine peut substituer la frataxine endogéne des
souris sans développement de symptébmes (Pook et al., 2001). Les modeles YG8R et
YG22R ont été générés avec l'insertion d'un YAC FXN comportant une expansion GAA dans
le premier intron du géne FXN. Le modele YG8R est composé de deux séquences GAA de
90 et 190 triplets et le modéele YGG22R comporte deux séquences de 190 répétitions (Al-
Mahdawi et al., 2006). Ces deux modeéles présentent un phénotype neurologique treés léger
et une absence d'atteinte cardiaque. Récemment, une nouvelle souris, la souris YG8sR,
possédant une expansion unique de 200 GAA a été générée (Figure 27) (Anjomani
Virmouni et al., 2015). Cette souris semble présenter un phénotype légérement plus fort

avec une expression de la frataxine dépendante des tissus.

Modéles présentant une expression résiduelle de frataxine

Un nouveau modéle murin inductible a été publié en 2017, le modéele FRDAkd
(Chandran et al., 2017). L'induction de shARN anti-Fxn, suite a l'administration de
doxycycline, permet d'inhiber I'expression de la frataxine au temps voulu. La diminution
systémique de la frataxine conduit a des phénotypes neurologiques (démarche ataxique et
déficits moteurs) et cardiaques avec une mort prématurée a 25 semaines. Ce nouveau
modeéle est extrémement intéressant pour I'étude de la physiopathologie de I'AF et le
développement d’approches thérapeutiques. De plus, le retrait de la doxycycline permet de
réexprimer des niveaux normaux de frataxine et conduit a une restauration partielle des
phénotypes, indiquant une plasticité cellulaire. Cependant, il est difficile de titrer la frataxine
exprimée dans ces souris et aux vues des niveaux de FXN évalués par Western Blot, la
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plupart des tissus présentent des taux minimes voir absents de frataxine ((Chandran et al.,
2017) Figure 1).

En résumé, les modeéles murins conditionnels permettent I'étude d’atteintes précises
et séveres de 'AF mais il leur manque le contexte génétique de I'AF. De maniere inverse, les
modeles GAA portent la mutation d’intérét mais présentent des phénotypes trés légers. De
nombreux efforts sont effectués pour générer de nouveaux modeles (avec par exemple une
expansion GAA plus longue) et les modéles inductibles (comme le modéle FRDAKkd)

semblent également trés prometteurs.

5.2.2. Modéles mammiféres cellulaires

Les cellules de patients portant le locus FXN dans sa globalité (géne FXN avec
I'expansion pathogénique GAA et les séquences régulatrices associées) sont extrémement
pertinentes pour I'étude de la maladie. Les fibroblastes et lymphocytes primaires de patients
sont facilement accessibles. Cependant, malgré une réduction des niveaux de frataxine, ces
cellules ne présentent pas de phénotype mis a part une sensibilité au stress oxydant, aussi
bien au niveau de I'organisme qu’en culture et ne correspondent pas au cellules d’intérét de
'AF (Rotig et al., 1997). Des modeles cellulaires humanisés ont été générés avec
I'expression d’'une frataxine normale ou mutée (mutations de patients hétérozygotes) dans
des fibroblastes murins immortalisés KO pour la frataxine (Calmels et al., 2009). Ces cellules
sont trés utiles pour des études fondamentales mais, de nouveau, elles ne représentent pas
les cellules d'intérét de I'AF, a savoir les cardiomyocytes et les neurones, particulierement
les neurones sensitifs.

Ainsi, afin d’étudier les mécanismes de I'AF dans les cellules d'intérét, la technologie
de reprogrammation de cellules différenciées en cellules souches (iPSC) suivie de leur
différenciation a été utilisée. Des fibroblastes de patients reprogrammés en iPSC retiennent
'expansion GAA et expriment des taux réduits de frataxine (Hick et al., 2013; Liu et al.,
2011). Des protocoles de différenciation ont ensuite été établis et permettent de différencier
les iPSC en cardiomyocytes et en neurones, mais ces neurones différenciés correspondent
a une population hétérogene de neurones (Codazzi et al., 2016; Hick et al., 2013). Etant
donné que les neurones atteints de maniére primaire dans I'AF sont les neurones
proprioceptifs des DRG et les neurones du noyau dentelé, il serait intéressant de générer
ces neurones spécifiquement a partir des iPSC, en améliorant les protocoles. Un protocole

de différenciation en neurones sensitifs a partir de cellules souches embryonnaires,
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conduisant a une population hétérogene de neurones sensitifs a été récemment publié
(Alshawaf et al., 2018). L'utilisation de protocoles similaires sur des iPSC de patients AF

semble trés prometteuse.

5.2.3. Modéles non mammiferes

Concernant les modéles non mammiféres, la levure a été essentielle pour la
compréhension du réle de la frataxine et confirme certains aspects physiopathologiques
observés dans les modéles mammiféres (paragraphe 5.3). Pour les organismes
multicellulaires, C. elegans et D. melanogaster, les technologies d’ARN interférences
permettent de réduire I'expression de la frataxine (les délétions totales étant |étales) et ainsi
d’étudier I'AF facilement avec les avantages qu’apportent ces organismes (petite taille,
reproduction rapide, peu colteux). L'étude de ces modéles permet donc de générer des
résultats complémentaires aux modéles mammiferes (modéles détaillés dans une revue
(Puccio, 2009).

5.3. Physiopathologie acceptée pour I'AF et questions ouvertes

Les informations apportées par I'ensemble de ces modeles, combinés aux
observations faites chez les patients, ont permis de déterminer les conséquences
physiologiques qui résultent de I'absence de frataxine. Ainsi, la diminution en frataxine a
pour conséquence une disruption sévere des enzymes a centres Fe-S, suivie d'un
dysfonctionnement mitochondrial, d’'une dérégulation du métabolisme du fer couplée a une
accumulation de fer dans les mitochondries et enfin un dysfonctionnement cellulaire et une
sensibilité accrue au stress oxydant (Figure 28) (Babcock et al., 1997; Foury and Cazzalini,
1997; Martelli et al., 2007; Puccio et al., 2001; Rétig et al., 1997).

A ce jour, en termes de cinétique, il est communément accepté que la déficience en
frataxine méne a un déficit primaire des protéines a centres Fe-S avec des altérations des
enzymes a centres Fe-S mitochondriaux et extra-mitochondriaux (SDH, aconitase, lypoyl
synthase) (Schmucker and Puccio, 2010). Ces éléments ont été identifiés dans de nombreux
modeéles non neurologiques de I'AF. Des déficiences de I'activité de certains enzymes Fe-S
ont été décrites dans les cerveaux et cervelets de modéles souris ainsi que dans des
neurones différenciés d'iPSC, mais pas encore au niveau des neurones sensitifs des DRG
(Anjomani Virmouni et al., 2015; Codazzi et al., 2016).
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Dans la communauté, la question de présence de stress oxydant fait débat. La
présence de stress oxydant dans I'AF a rapidement été évoquée et définie comme le
mécanisme pathologique majeur. En effet, des marqueurs de dommages oxydatifs ont été
identifiés dans le sang et les urines des patients (Emond et al., 2000). Les levures
déficientes en frataxine et les cellules de patients en culture présentent une sensibilité
accrue au stress (Jiralerspong et al., 2001), et des niveaux €levés de ROS sont documentés
dans les modéles souris basés sur une expansion GAA, ainsi que dans des neurones
différenciés d'iPSC (Al-Mahdawi et al., 2006; Codazzi et al., 2016). Cependant, d’'autres
études présentent des résultats inverses. De nouvelles études sur les urines et le sang des
patients n'ont pas permis de répliquer les résultats initiaux (Di Prospero et al., 2007). De
plus, les modéles d'études murins conditionnels avec une déplétion totale en frataxine ainsi
que la souris inductible FRDAkd ne révélent aucun signe de stress oxydant (Chandran et al.,
2017; Chen et al., 2016b; Puccio et al., 2001; Seznec et al., 2005). Ces données ne sont
cependant pas en totale contradiction, en effet, dans les modéles murins des marques de
stress oxydant sont observées uniquement chez les souris présentant I'expansion
pathogénique GAA et pas dans les autres modéles (présentant une absence ou des niveaux
extrémement réduits de frataxine). Ainsi, dans un contexte de niveaux résiduels de frataxine,
les cellules pourraient étre plus sensibles au stress oxydant alors qu’en absence totale ou
presque totale de frataxine, elles ne le sont pas. L'ensemble de ces éléments tend donc a
penser que la sensibilité au stress oxydant correspond a un effet secondaire de I'absence de
frataxine mais ne constitue probablement pas le mécanisme central primaire de I'AF.
Cependant, cette hypothése reste toujours a valider. En rapport avec la sensibilité au stress
oxydant, le facteur de transcription antioxydant Nrf2 a été identifi€ comme diminué dans les
cellules déficientes en frataxine, dans des fibroblastes de patients en culture ainsi que dans
le cervelet et les DRG de souris YG8R (Paupe et al., 2009; Shan et al.,, 2013). Cette
défaillance de la voie de signalisation Nrf2 entraine un déficit dans la protection
antioxydante, causant une sensibilité accrue au stress oxydant, ce qui contribuerait au
processus de dégénérescence des cellules. Ces éléments font partis des rares éléments
publiés sur la physiopathologie des DRG dans I'AF (Shan et al., 2013).

Concernant la dérégulation du métabolisme du fer cellulaire et 'accumulation de fer
dans les mitochondries, les éléments sont en cours d'étude. Ce n’est pas encore clair si
dans le systéme nerveux le fer s’accumule dans les mitochondries (Puccio et al., 2001;
Solbach et al., 2014). De plus, cette accumulation de fer a-t-elle un effet pathologique sur les
mitochondries ? Et quel est le mécanisme qui résulte de la dérégulation du métabolisme du

fer ? Des études récentes apportent des réponses a certaines questions concernant la
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physiopathologie de I'AF. Des modifications dans I'expression de géenes liés au métabolisme
du fer (tel que TfR1 et FRTL) avaient été identifiées dans le modele murin conditionnel
cardiaque MCK (Martelli and Puccio, 2014). Plus précisément, le déficit des protéines a
centres Fe-S ménent & I'activation de la protéine régulatrice du fer IRP1, sous sa forme de
liaison aux IRE, afin de maintenir la fonction mitochondriale en subsistant au besoin en fer
(paragraphe 4.3.1) (Seznec et al., 2005). En effet, I'activation d'IRP1 entraine un import de
fer dans les cellules par la surexpression de TfR1 pour augmenter la quantité de fer
disponible pour les mitochondries. Afin de déterminer le r6le précis de la protéine régulatrice
du fer IRP1 dans ce phénotype associé a la déficience en frataxine, Martelli et al. ont généré
un modéle double KO avec une déplétion compléte de la protéine IRP1 et une déplétion de
la frataxine spécifiqguement dans le foie (Martelli et al., 2015). Ces souris double KO
développent un phénotype hépatique beaucoup plus sévére que les souris présentent une
déplétion unique de la frataxine dans le foie et une mort plus précoce. Les résultats de cette
étude tendent donc a montrer qu’'IRP1 préserve partiellement la fonction mitochondriale en
absence de frataxine, la dérégulation du métabolisme du fer serait donc un mécanisme
compensatoire mis en place par les cellules pour prévenir I'apparition d’autres dommages.
De plus, I'accumulation de fer mitochondrial résulterait de la surexpression du transporteur
MFRNZ2, résultant de la déficience secondaire de la biosynthése des hemes (Martelli et al.,
2015). Ainsi, la modification de la distribution du fer en absence de frataxine serait mise en
place par les cellules pour protéger la fonction mitochondriale. De plus, I'absence de stress
oxydant dans ce modéle démontre que ce dernier ne résulte pas de I'accumulation de fer
dans les mitochondries. Cette dérégulation du fer est-elle similaire dans les tissus du
systeme nerveux affectés dans I'AF (neurones sensitifs principalement) ? Il semblerait
gu'IRP1 aient des rdles tissus-spécifiques, ainsi I'étude de ces éléments dans d'autres
modeles AF est essentielle (Casarrubea et al.,, 2013). Dans deux autres études, une
accumulation de fer a été observée dans le SN de drosophiles mutantes pour I’homologue
de la frataxine (fh) et dans le cortex du modele souris généré avec I'approche AAV CRISPR-
Cas9 (paragraphe 5.2.1) (Chen et al., 2016a, 2016b). Chez la drosophile, I'accumulation de
fer dans les mitochondries entraine une toxicité qui contribue a une neurodégénérescence
des photorécepteurs. Cette dégénérescence résulte d’'une augmentation de la synthese des
sphingolipides qui activent la voie PDK1/MEF2. L’activation du facteur de transcription MEF2
conduit a la transcription de ses géenes cibles, responsables de la neurodégénérescence
(Chen et al., 2016a). L'activation de cette voie de signalisation a ensuite été validée dans les
neurones corticaux du modele souris ainsi que dans des échantillons de coeurs de patients,

suggérant un mécanisme évolutif conservé (Chen et al., 2016b). Le lien entre 'accumulation
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de fer et I'activation de cette voie n'est, a ce jour, pas déterminé. Cependant, les neurones
corticaux ne correspondent pas aux neurones d'intérét primaire dans I'AF et, cette voie de
signalisation (PDK1/MEF2) n'est pas activé dans le modeéle inductible FRDAkd (Chandran et
al., 2017). L'accumulation de fer dans le SN observé par Chen et al, ne conduit pas a une
élévation des marqueurs de stress oxydant. Ces éléments identifiés réecemment ne sont pas
en accord sur tous les points mais dans les deux cas I'accumulation de fer mitochondrial
n'entraine pas d’élévation du stress oxydant. La question de la toxicité ou non de cette
accumulation de fer reste entiére et pourrait étre tissus-dépendante.

La majorité des autres éléments physiopathologiques impliqués dans I'AF ont été
identifiés dans des tissus non-neuronaux (échantillons de patients, cellules de patients en
culture, cceurs ou encore muscles de modéles murins) mais trés peu dans les DRG. Des
dérégulations de génes de stress ont été identifiées dans les coeurs des souris MCK par
miccroarray, avec plus particulierement une surexpression forte et précoce de Mthfd2 et
'asparagine synthétase AsnS (Seznec et al., 2005). Les aminoacyl ARNt synthétase GInRS,
AsnRS et AlaRS ont également été détectés comme surexprimées. L'ensemble de ces
éléments est inclut dans le métabolisme des acides aminés, proposant une déficience de ce
métabolisme dans les coeurs déficients en frataxine. Plus précisément, MTHFD2,
surexprimée avant I'apparition des phénotypes cardiaque, est une enzyme mitochondriale
impliquée dans le métabolisme 1-Carbon (a partir du folate) lui-méme impliqué dans les
métabolismes des acides aminés et des nucléotides. L'enzyme MTHFD2, dont le géne
Mthfd2 est sous le contrdle du facteur de transcription ATF4, est synthétisée en réponse a
une dépravation en acides aminés ou a un stress du réticulum endoplasmique. ATF4 est
également surexprimé dans le coeur des souris MCK, mais détecté plus tardivement que
Mthfd2 ou AsnS (Seznec et al., 2005).

Des dérégulations de la voies de signalisation PPARYy/PGCla, avec une diminution
de l'activité du coordinateur PGC-1a (peroxisome proliferator activated receptor gamma
(PPARYy) coactivator 1A) ont été décrites dans des tissus de modéles murins déficients en
frataxine (souris KIKO) et dans des fibroblastes de patients AF en culture (Coppola et al.,
2009; Marmolino et al., 2010). Cette voie de signalisation est une voie centrale de régulation
de la biogénese mitochondriale et est impliquée dans les réponses antioxydantes. La
dysfonction mitochondriale est probablement la cause des dérégulations de cette voie de
signalisation centrale aux mitochondries qui affecte la réponse antioxydante, cependant le
lien mécanistique direct entre I'absence de frataxine et PGCla reste encore a déterminer.
En lien avec les dysfonctions mitochondriales, une diminution de la biogénése des

mitochondries (avec une diminution du nombre de mitochondries) a recemment été décrite
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dans des tissus (cerveau et muscles squelettiques) de souris KIKO, dans des fibroblastes de
patients AF en culture ainsi que dans du sang de patients (Jasoliya et al., 2017). Cet élément
pathologique pourrait potentiellement servir de marqueur d’évaluation de la sévérité de la
maladie.

Des protéines a centres Fe-S sont impliquées dans la réparation de I'ADN (voir
paragraphe 4.3.1) et des défauts dans la réparation de ’ADN sont rapportés dans différents
modeles d'étude en conséquence de la déficience en frataxine. Une augmentation des
dommages de '’ADN nucléaire et mitochondrial a été observée dans le sang des patients AF
(Haugen et al., 2010), et des cassures doubles brins de I'ADN sont décrites dans des
fibroblastes issus de patients et de souris YG8sR (Khonsari et al., 2016). De plus, des
dommages de 'ADN de la microglie ont été détectés dans les cervelets de souris KIKO
(Shen et al., 2016). Ces derniers dommages stimuleraient I'activation microgliale, entrainant
une neuroinflammation. Par ailleurs, des signes d’inflammation des cellules de Schwann en
culture, déficientes en frataxine, ont été rapportés (Lu et al., 2009).

Des analyses transcriptomiques du cceur, cervelet et DRG du nouveau modéle murin
inductible a la doxycycline, le modéle FRDAkd, mettent en évidence des spécificités
tissulaires, avec peu de chevauchements au niveau des génes dérégulés en absence de
frataxine entre les tissus (Chandran et al., 2017). La liste compléte des genes dérégulés
n'est pas communiquée mais au niveau du cceur, plusieurs voies cellulaires sont affectées
avec la voie de signalisation PPARYy, la voie de signalisation de I'insuline, le cycle cellulaire,
le métabolisme des acides gras, le métabolisme des lipides, la biosynthése des
carbohydrates, la modification des protéines, des dérégulations de la réponse immunitaire
avec l'activation de cascades de chimiokines et du complément et des signaux d’autophagie.
Au niveau des DRG, des mitochondries anormales associées a des vacuoles vides
(probablement d'origine mitochondriale) sont décrites. Malheureusement, les mécanismes
moléculaires dans les DRG (et le cervelet) ne sont que peu détaillés, la majeur partie des
descriptions et analyses concernent le coeur des souris FRDAkKd (Chandran et al., 2017).

De nombreux éléments participant a la physiopathologie de I'AF ont donc été
identifiés au cours des derniéres années, mais la physiopathologie au niveau des neurones
et, en particulier au niveau des neurones proprioceptifs des DRG n’est pas claire. Il est
essentiel de comprendre ce qui se passe dans les cellules spécifiquement atteintes dans
I'AF pour développer les meilleures thérapies possibles. Etant donné qu’au niveau des DRG,
seuls les neurones proprioceptifs sont atteints (et au niveau du cervelet les neurones du
noyau dentel€), I'étude de ces neurones précis est capitale pour essayer de comprendre la

spécificité tissulaire de I'AF. Dans les DRG, de nombreux modeles décrivent de larges
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vacuoles dans les neurones, probablement lié & de l'autophagie (Al-Mahdawi et al., 2006;
Anjomani Virmouni et al., 2015; Simon et al., 2004) et des atteintes mitochondriales
(Chandran et al., 2017) mais trés peu de données moléculaires sont disponibles. Ainsi, les
mécanismes moléculaires et biochimiques pathologiques précis des neurones proprioceptifs
ne sont, a ce jour, pas élucidés, et jusqu’'a récemment, le manque de modéle robuste pour
I'atteinte neurologique limitait I'étude de la neurophysiopathologie.

En conclusion, l'utilisation de différents modeéles, affectant différents tissus est
essentielle pour avoir un tableau générale des mécanismes déficients de I'AF et développer

puis tester/valider des approches thérapeutiques.
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Introduction

6. Approches thérapeutiques pour I'AF

De nombreuses approches thérapeutiques sont en cours d’étude pour I'AF mais
malheureusement, a ce jour, il nexiste pas de traitement efficace. Le pipeline issu du site de
I'association ameéricaine de I'AF (FARA) présente les différentes approches thérapeutiques
développées dans le monde (laboratoires de recherche et entreprises biotechnologiques), de

leur découverte aux essais cliniques (Figure 29) (http://www.curefa.org/pipeline). Ces essais

sont classés en fonction de la stratégie thérapeutique utilisée : amélioration de la fonction
mitochondriale et stress oxydant, thérapie symptomatique, modulation des voies
métaboliques contrdlées par la frataxine, modulation des niveaux de frataxine, modulation de
I'expression du géne FXN, et thérapie génique. Au fur et a mesure des années, de plus en
plus d'approches parviennent en phase d'essais cliniques, ce qui est particulierement
encourageant pour les patients AF. De nombreuses molécules ont déja été testées, mais,
sans succes majeur pour le moment. Je décrirai ici les approches thérapeutiques en cours,
en suivant ce pipeline (Strawser et al., 2017; Tai et al., 2018). Lors d’essais cliniques, des
points dévaluations sont nécessaires pour évaluer I'efficacité de I'approche. Les différentes
échelles de scores (FARS, ICARS et SARA) sont utilisées pour analyser la progression de la
maladie. En parallele l'analyse de biomarqueurs spécifigues de la maladie et de sa
progression est également essentielle dans I'évaluation d’'une approche thérapeutique. De
nombreuses recherches pour identifier des biomarqueurs sont en cours dans le domaine.
Ces biomarqueurs peuvent correspondre a des molécules présentes dans les fluides des
patients (urines, sang ou liquide céphalorachidien) mais ils peuvent aussi correspondre a
des mesures physiques obtenues par des nouvelles techniques d'imagerie. Par exemple,
'équipe de C. Langlet développe des approches de spectroscopie magnétique par
résonnance (MRS), et d'IRM par diffusion pour mesurer sensiblement la dégénérescence de
la moelle épiniere et du cerveau de patients AF (congrés IARC 2017, iarc2017.com).

6.1. Chélateurs de fer

Je commencerai par décrire des approches thérapeutiques développées et largement
étudiées en réponse a I'accumulation de fer dans les mitochondries. Ces approches ne sont
plus d'actualité en raison d’'une absence de bénéfice pour les patients et I'apparition d’effets
secondaires néfastes. L'accumulation de fer était initialement considérée comme toxique
pour les cellules, ainsi des chélateurs d’ions, comme la défériprone ont été utilisés pour

diminuer le contenu en fer des cellules (Boddaert et al., 2007). Différents essais cliniques ont
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été conduits mais des effets secondaires ont été enregistrés (douleurs musculaires,
étourdissements) sans aucun bénéfice pour les patients AF. L'utilisation de chélateurs d’ions
pour traiter I'AF est donc fortement remise en question. De plus, l'effet toxique de
'accumulation de fer n'a pas été prouvé, et elle résulterait d'un mécanisme de défense des
cellules (paragraphe 5.3) (Martelli et al., 2015). La chélation du fer ne serait donc pas

approprié, le fer étant nécessaire dans le cytoplasme des cellules.

6.2. Amélioration de la fonction mitochondriale et diminution du stress oxydant

Certains composés sont capables d’améliorer la fonction mitochondriale et réduire le
stress oxydant. Ces molécules ont été les premieres molécules thérapeutiques testées pour
I'AF. Bien que la place du stress oxydant dans la physiopathologie soit encore discutée
différents essais cliniques basés sur ces composés antioxydants sont en cours. Un analogue
synthétique au coenzyme Q10, I'idébénone, a été un des premiers antioxydants testé (Rustin
et al., 1999). Cette molécule facilite le transport des électrons dans la mitochondrie (chaine
respiratoire). Différents essais cliniques utilisant I'idébénone ont été menés mais les résultats
sont épars et non concluants. Des réductions de I'hypertrophie du myocarde et la diminution
des marqueurs de stress oxydant ont été décrites dans certains essais mais non reproduits
au cours d'autres essais (Tai et al., 2018). La molécule n’est donc plus considérée pour le
traitement de I'AF et a été retirée du pipeline. Cependant, méme a haute dose, elle ne
produit pas d'effets secondaires, ainsi de nombreux patients prennent de l'idébénone
quotidiennement. L'EPI-743 est une version améliorée de 'idébénone (utilisé pour d'autres
maladies mitochondriales) en cours d'essais clinique de phase Il chez des patients AF.
Aprés 18 mois, il semblerait que les patients présentent une légere amélioration des
fonctions neurologigues en comparaison au groupe placebo.

L'omaveloxolone (RTA-408) est une molécule aux propriétés antioxydantes et anti-
inflammatoires, activatrice de Nrf2. Nrf2 (Nuclear Factor (Erythroid-derived2)-like2), un
activateur clé des défenses antioxydantes, est I'une des cibles thérapeutiques de I'AF. En
effet, Nrf2 a été observé comme diminué dans des cellules de patient AF (Paupe et al.,
2009). Il a été proposé que l'activation de ce facteur améliore la biogénése et la respiration
mitochondriale en réduisant le stress oxydatif. L’omaveloxolone ralentit la dégradation d’Nrf2
et des résultats précliniques positifs ont conduit a son utilisation en essai clinigue chez des
patients (Abeti et al., 2015). Les premiers essais cliniques démontrent des améliorations des
fonctions neurologiques et mitochondriales dépendantes de la dose administrée. Un essai
clinique de phase II/lll est actuellement en cours (Strawser et al., 2017).
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Enfin, une autre classe de molécules, dPUFA, est actuellement testée pour protéger
l'intégrité mitochondriale contre les dommages résultant de stress oxydant. Les acides gras
polyinsaturés (PUFA) sont importants pour la structure et la fonction des membranes
lipidigues mais ils sont facilement dégradés en cas de stress oxydant. Cette dégradation
entraine une réaction en chaine qui conduit & des dommages de la mitochondrie et de sa
membrane. Les dPUFA sont des acides gras polyinsaturés, moins sensibles que les PUFA
naturel grace a l'isotope stable deutérium qui remplace I'hydrogéne. Ces dPUFA ne sont
donc pas dégradés en cas de stress oxydant et les mitochondries protégées. Des essais

cliniques utilisant le dPUFA RT-001 sont en cours (Strawser et al., 2017).

6.3. Thérapies symptomatiques

Le stress oxydant généré dans les cellules des patients AF pourrait entrainer une
réponse inflammatoire secondaire, qui compliquerait d’avantage certains symptémes. Des
thérapies anti-inflammatoires par stéroides (methylprednisolone) sont donc évaluées. Une
étude pilote pour évaluer la sureté et la tolérance de la molécule est en cours sur un petit
groupe de patients, avec des cycles de 6 jours de traitements stéroidiens suivis de 22 jours
sans traitement (Strawser et al., 2017).

6.4. Modulation des voies métaboliques contrblées par la frataxine

Récemment, les niveaux protéiques d’ApoA-lont été identifiés comme diminué dans
le sérum des patients AF. ApoA-1 est la protéine principale du cholestérol HDL mais, la
signification de sa diminution dans I'AF n’est pas déterminée. Des inhibiteurs de la réductase
HMG-CoA, connus pour augmenter les niveaux d’ApoA-1, tel que le Crestor, sont
actuellement en test chez des patients AF (information issues du site FARA).

Par rapport a la diminution de Nrf2, une petite molécule activatrice d’'Nrf2 (CAT-4001)
est en cours d'essai dans des modeles cellulaires et animaux de I'AF (stades préclinique) et
d’autres activateurs d’Nrf2 sont recherchés et étudiés (site FARA).

Enfin, la L-carnitine, naturellement présente dans I'organisme, transporte les acides
gras dans la mitochondrie. Etant considéré comme capable de d’augmenter la fonction

mitochondriale, ce composé a été testé dans un essai clinique pour une premiére évaluation.
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Ces différentes approches thérapeutiques ciblent, il semblerait, des atteintes
secondaires de I'AF. Des approches visant directement la frataxine ou le géne FXN sont en

cours d’évaluation (préclinique et clinique).

6.5. Modulation des niveaux de frataxine

Certaines molécules sont capables de stabiliser la frataxine, par des mécanismes
non élucidés. C'est le cas de I'érythropoiétine (EPO), hormone qui stimule la production des
globules rouges et permet 'augmentation de I'expression de la frataxine (Sturm et al., 2005).
Différents mimétiques de I'EPO sont étudiés dans des modéles cellulaires et mammiféeres de
I'AF (Miller et al., 2017). Un premier essai clinique pilote basé sur I'administration d’EPO a
été conduit sur 12 patients AF. Aprés 8 semaines de traitement, les niveaux de frataxine
mesurés étaient significativement augmentés mais non associés a des améliorations
neurologiques significatives. Un deuxieme essai clinique a alors été effectué sur 8 patients
sur 6 mois. Des effets neurologiques modestes ont été enregistrés en parallele de
laugmentation des taux de frataxine (24%) et de la diminution du marqueur de stress
oxydant 80H2'dG dans les urines des patients. Un troisieme essai clinique avec un groupe
placebo a alors été initié avec des doses plus élevées d’EPO pendant plus de 6 mois.
Malheureusement, aucun effet bénéfique n'a pas étre enregistré, aussi bien au niveau de
I'expression de la frataxine qu’au niveau de I'amélioration des symptémes neurologiques. De
plus, il y a des limites a l'utilisation prolongée d’EPO, en effet la production de globules
rouges est augmentée entrainant donc des risques cardiovasculaires (Tai et al., 2018).

Un autre moyen pour augmenter les niveaux de frataxine est l'inhibition de sa
dégradation protéosomale. Benini et al. ont identifié la protéine RNF-126 comme la ligase E3
qui ubiquitine spécifiquement la frataxine, entrainant sa dégradation par le protéasome
(Benini et al., 2017). L'inhibition de cette ligase E3 conduit a I'accumulation de frataxine dans
des cellules issues de patients. Des compétiteurs de l'ubiquitine semblent donc étre des
stratégies thérapeutiques intéressantes.

Enfin, des thérapies de remplacement de la frataxine en apportant une frataxine
synthétique aux cellules sont en cours d'étude. Vyas et al. ont développé un systéme
innovant de livraison pour transporter la frataxine synthétique directement dans la
mitochondrie : systeme TAT (Trans Activator of Transcription) (Vyas et al., 2012). L’efficacité
de cette approche a été démontrée dans le modéle murin conditionnel NSE avec des

régulations moléculaires, cellulaires et physiologiques (amélioration de la fonction cardiaque
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et de la survie des animaux). Une TAT-frataxine (CTI1601) est en cours de développement

pour un essai clinique.

6.6. Modulation de I'expression du géne FXN

La diminution de I'expression de la frataxine résultant de la formation de structures
secondaire de I'ADN et d’'un silencing épigénétique, des approches thérapeutiques basées
sur l'ouverture de la chromatine sont largement étudiées. Pour ces approches les modéles
souris basés sur une expansion GAA sont essentiels.

Afin de garder la chromatine dans un état ouvert (euchromatine avec une acétylation
des histones H4K5 par exemple) des inhibiteurs des histones déacétylases (HDAC) sont
développés. In vivo, chez les souris, les inhibiteurs HDAC entrainent une augmentation de
I'acétylation des histones et restaurent des niveaux normaux de frataxine dans le coeur et le
SNC (Rai et al., 2008). De méme, en présence de ces composeés les niveaux d’ARNm FXN
et de frataxine sont augmentés dans des cellules neuronales dérivées d'iPSC de patients
(Soragni et al., 2014). Ces résultats précliniques encourageants ont permis le lancement
d'un essai clinique de phase | sur 20 patients adultes démontrant une sécurité et une
efficacité. L'inhibiteur HDAC synthétique, RG2833, augmente les niveaux de frataxine chez
les patients mais génére des métabolites toxiques en paralléle. De nouveaux inhibiteurs
HDAC sont générés pour améliorer l'efficacité de la molécule et prévenir la formation de
métabolites secondaires (Soragni and Gottesfeld, 2016). Fin 2017, le composé BMN290,

capable de pénétrer dans le CNS et le cceur a été sélectionné (investors.biomarin.com). Le

nicotinamide (ou vitamine B3) est un inhibiteur HDAC naturel, capable de passer la barriére
hémato-encéphalique, étudié dans I'AF. La molécule agit au niveau de la chromatine
(antagoniste de I'hétérochromatine). Chez les patients, son administration conduit a une
surexpression de la frataxine mais sans amélioration clinique (Libri et al., 2014). Un essai
clinique sur 2 ans est planifié.

Le resvératrol, polyphénol naturel aux propriétés antioxydantes et neuro-protectives,
a été démontré comme capable d’augmenter I'expression de la frataxine dans des modéles
d’études (in vivo et in vitro) (Li et al., 2013). Une premiére étude pilote décrit des effets
bénéfiques avec une forte dose de resvératrol, sans augmentation des niveaux de frataxine
mais avec des effets secondaires (Yiu et al., 2015). Cette étude avait été réalisé sans groupe
placebo, un nouvel essai clinique avec un groupe contrble est planifié (Tai et al., 2018).

L’interféron gamma (IFNy) est une cytokine qui contribue au métabolisme du fer et a

la réponse immunitaire. Cette cytokine est capable d’augmenter les niveaux de frataxine
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(ARNmM et protéines) dans des cellules de patients et dans un modele murin GAA , entre
autre, au niveau des DRG (Tomassini et al., 2012). Un premier essai clinique sur des enfants
AF a montré une amélioration des scores FARS (sans autre amélioration rapportée) mais les
niveaux d'expression de frataxine ne sont pas significativement différents (ils tendent vers
une augmentation). Un essai de phase Il a ensuite été initié€ pour déterminer la sécurité et

I'efficacité du traitement. Un essai de phase Il avait été lancé mais interrompu en raison de

I'absence d’effets aprés les deux premiers points de validation (horizon-pharma.com).

La formation de structures secondaires de 'ADN (R-loops) peut étre ciblée avec des
approches utilisant des oligonucléotides. Ces oligonucléotides détectent et se lient
spécifiguement a des séquences d’ARN. lls peuvent étre dessinés en duplex d’ARN ou en
ARN simples brins, complémentaires a la séquence GAA. Les ARNm nouvellement formés
se lieront alors aux oligonucléotides au niveau de GAA et non plus au brin d’ADN
complémentaire, évitant la formation de structures secondaire. L’hétérochromatine résulterait
de la formation des R-loops, ainsi ces oligonucléotides devraient éviter la répression de la
chromatine vers le promoteur du géne (Groh et al., 2014). Dans des fibroblastes de patients
en culture, des oligonucléotides (en duplex ou simple brin) augmentent I'expression de la
frataxine a des niveaux endogénes contréles (Li et al., 2016). Cette approche semble
particulierement prometteuse pour I'AF en ciblant TARNm FXN et pourquoi pas d'autres

éléments de la physiopathologie (Strawser et al., 2017).

6.7. Thérapie génique

La thérapie par remplacement de géne est l'une des approches les plus
encourageantes pour compenser la perte de la frataxine. L'AF est un candidat idéal pour une
telle approche. Une partie de mon projet de thése étant basée sur cette approche
thérapeutique, le chapitre 2 de I'introduction est consacré a la thérapie génique.

Différentes approches sont en cours d’évaluation dans le domaine, avec l'introduction
du géne déficient FXN (chapitre 2) ou I'excision du GAA par édition du génome. (Li et al.,
2015b; Perdomini et al., 2014) L’excision du GAA avec des nucléases a doigts de zinc
permet une augmentation des niveaux de frataxine dans des cellules de patients (Li et al.,
2015b). Les approches de thérapie génique sont trés prometteuses mais des études
précliniques rigoureuses sont nécessaires pour assurer une sécurité et une efficacité pour

les essais cliniques a venir.
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6.8. Importance des approches paramédicales

A ce jour, aucun agent thérapeutique efficace n'est disponible pour l'ataxie de
Friedreich. Mais I'importance d’un suivi médical avec des soins paramédicaux est de plus en
plus reconnue, tel que la kinésithérapie, la rééducation, I'exercice physique ou I'orthophonie.
Une approche paramédicale adaptée au besoin du patient permettrait de ralentir leur déclin

et améliorerait la santé et le bien étre (Milne et al., 2012, 2018; Tai et al., 2018).
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La thérapie géenique
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1. Lathérapie génique : principe et historique

1.1. Principe de la thérapie génique

La thérapie génique (TG) consiste a introduire du matériel génétique dans des
cellules pour soigner une maladie, ralentir sa progression ou améliorer le statut clinique d’'un
patient (Verma and Weitzman, 2005). Le matériel génétique a introduire peut correspondre a
des acides nucléiques thérapeutiques pour suppléer le géne muté d'une maladie
monogénique (gene thérapeutique) ou pour inhiber I'expression de génes défectueux (ARN
inhibiteurs). Plus récemment, des séquences permettant de faire de I'édition de génome
peuvent étre introduites, particulierement avec le systeme CRISPR/Cas9 (Yang et al., 2016).
Dans le principe, la TG, présente le potentiel de soigner des maladies décrites comme
incurables ou des maladies pour lesquelles aucun traitement médical « classique » n’est
disponible ou applicable (Kumar et al., 2016). La TG est constituée de deux grandes
approches : in vivo et ex vivo. L'approche in vivo consiste a injecter le vecteur, porteur de
matériel génétique thérapeutique, directement chez les patients. L'approche ex vivo, elle,
consiste a corriger génétiguement, en laboratoire, des cellules souches hématopoiétiques
des patients avec des vecteurs porteurs du gene thérapeutique puis a réinjecter les cellules

corrigées aux patients.

1.2. Historique de la thérapie génique

Historiguement, la TG a émergé dans les années 1990 avec la promesse d’'un grand
potentiel pour de nombreuses maladies. Cependant, et comme bien souvent dans les
approches innovantes et inédites, des résultats décourageants, inquiétants voire alarmants
en termes de sécurité aux cours d'essais cliniques ont ralenti le développement de ces
approches thérapeutiques. En effet, entre 1997 et 1999, I'équipe du Dr J. Wilson, a
'Université de Pennsylvanie conduit un essai clinique de TG in vivo basée sur l'utilisation
d’adénovirus de type 5 pour traiter la carence en ornithine transcarboxylase. En 1999, Jesse
Gelsinger, décede 98h apres l'injection du vecteur des suites d’'une activation systémique du
systéme immunitaire inné entrainant une défaillance d’organe multiple, en réponse au
vecteur viral (Wilson, 2009). En parallele, en France entre 1999 et 2002, le Dr A. Fisher et
son équipe menent un essai clinique de TG ex vivo sur les « bébés bulles » atteints
d'immunodéficience infantile sévere (le déficit immunitaire combiné sévere lié a I'X, SCID-

X1). En 2002, malgré un succes thérapeutique, I'essai clinique est stoppé en raison du
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développement de leucémie chez deux patients (sur 10 patients au total) (Kumar et al.,
2016). Cet effet secondaire résulte de l'intégration du vecteur thérapeutique dans un proto-
oncogéne (LMO2) (Hacein-Bey-Abina et al., 2003, 2008). A la suite de ces échecs, la
communauté scientifique s’est quelque peu éloignée de la thérapie génique et de son
utilisation. Au cours de la derniére décennie, la mise en place de nouveaux protocoles
cliniques et surtout 'amélioration des techniques ont permis de replacer la TG au cceur de la
recherche biomédicale avec de nouvelles avancées majeures et I'obtention de succés
thérapeutiques. En 2009, le journal Science décrivait le retour de la thérapie génique comme
la percée scientifigue majeure de l'année, a la suite d’'une thérapie génique ex vivo pour
I'adrénoleucodystrophie liée a I'X (Cartier et al., 2009; Naldini, 2009). Depuis, des centaines
d’essais clinigues ont été menés pour une large variété de maladies (cancers, maladies
monogéniques, neurologiques, cardiovasculaires ou ophtalmiques) (Hocquemiller et al.,
2016; Kumar et al., 2016; Piguet et al., 2017). En octobre 2012, la premiére thérapie
génique, Glybera®, permettant de soigner le déficit en lipoprotéine lipase, est approuvée et
mise sur le marché en Europe par I'European Medicines Agency (EMA). Malgré une
efficacité compléte de la thérapie, Glybera® (UniQure) est retiré en octobre 2017 en raison
de son codt élevé (1 million de dollars) et de la faible demande (médicament non approuvé
aux Etats-Unis). Malgré ce retrait, 'accord de ce médicament en Europe fut une porte
ouverte pour le développement d’autres TG. En 2016, une TG pour une immunodéficience
primaire (ADA-SCID) est approuvé en Europe puis ailleurs dans le monde (médicament
Strimvelis) (Yla-Herttuala, 2016). Récemment (fin 2017) Luxturna, une TG pour la
neuropathie optique héréditaire de Leber a été approuvée aux Etats-Unis par la FDA (Food
and Drug Administration).

L'’AF étant une maladie monogénique, je m'intéresserai principalement aux

approches de TG pour les maladies monogéniques dans ce chapitre d'introduction.

1.3. Eléments clés de la TG : les vecteurs

1.3.1. Existe-t-il un vecteur idéal ?

L'un des éléments clé de la TG est le vecteur par lequel le matériel génétique
thérapeutique sera délivré aux cellules et tissus d’intéréts. Le transfert doit étre efficace sans
association d'effets pathogéniques pour un maximum de sécurité. Dans le cas de maladies
monogéniques, différents criteres peuvent définir un vecteur idéal (Verma and Weitzman,
2005).
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Vecteurs viraux AAV LV

Famille Parvovirus Rétrovirus, dérivé HIV-1
Taille des particules virales 20-25nm 100nm

Génome Virus & ADN simple brin (sb) Virus & ARN
Pathogénicité du virus sauvage Non pathogéne, 80% population seropositive Pathogene

Capacité d'encapsidation 4,7kb 9kb

Infection Cellules mitotiques et post-mitotiques
Expression du trangene Long terme

Transduction neuronale +++ (selon sérotype) +

Intégration chromosomique Non-intégratif (épisome) Intégratif

Risque d'activation d'oncogene ? Non Qui

Approche de TG in vivo pour cellules post-mitotiques Majoritairement ex vivo
Essais cliniques ? En cours pour maladies neurologiques, musculiares, hépatiques...

Tableau 4 : Comparaison des deux vecteurs viraux les plus utilisés en TG.
Les AAV et les LV sont les outils de choix comme vecteurs thérapeutiques. (Adapté de Choudhury et al.,
2017).
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- Il doit permettre une expression durable dans le temps du/des géne/s d'intérét/s
dans les cellules cibles de la maladie, gqu'elles soient en division (cellules
mitotiques) ou quiescentes (cellules post-mitotiques).

- L’expression du transgéne doit étre en accord avec les niveaux endogénes de la
protéine présente dans les cellules saines (dose de vecteur contrblée).

- La distribution du vecteur dans les cellules d'intéréts doit étre efficace, tout en
évitant le développement d’'une réaction immunitaire dans I'organisme.

- Il doit pouvoir étre produit a des concentrations élevées avec un haut degré de
pureté.

Les vecteurs se répartissent en 2 classes : les vecteurs viraux et les vecteurs non
viraux. Ces derniers (ADN nu, liposomes, nanoparticules) sont généralement peu efficaces
en termes de transduction et I'expression du transgéne est seulement transitoire (Verma and
Weitzman, 2005). lls ne seront pas plus développés dans le cadre de ce manuscrit.

A ce jour, les vecteurs basés sur les systémes viraux, tels que les rétrovirus,
lentivirus, adénovirus ou virus adéno-associés (AAV) sont les plus efficaces et de fait les
plus utilisés. Le principe général d’'une infection consiste, pour le virus, a délivrer son
génome dans la cellule héte qui sera répliqué et exprimé pour permettre la formation de
nouveaux virions. L'utilisation de vecteurs viraux pour la TG repose donc sur ce principe
avec la livraison du géne thérapeutique dans les cellules déficientes a traiter. Souvent, au
cours du cycle lytique de réplication des virus sauvages, la cellule h6te est détruite. Les
vecteurs viraux sont générés en conservant la capacité infectieuse des virus sauvages tout
en supprimant leur capacité réplicative. Pour permettre I'expression stable du géne
thérapeutique, il doit soit s’intégrer dans le génome nucléaire de la cellule hdte (vecteurs
intégratifs) ou alors se maintenir sous forme d'épisome dans le noyau (vecteurs non
intégratifs). Les vecteurs intégratifs permettent I'expression continue du transgene dans les
cellules en division mais ils peuvent engendrer des mutagéneéses insertionnelles. Les

vecteurs non intégratifs sont eux adaptés pour les cellules post-mitotiques.

1.3.2. Les vecteurs viraux les plus utilisés

Les deux vecteurs viraux les plus utilisés en TG sont les lentivirus (LV) et les virus
adéno-associés (AAV). Le tableau 4 présente les caractéristiques majeures de ces deux

vecteurs (Choudhury et al., 2017). Je décrirai rapidement les lentivirus et leur utilisation en

TG puis, les AAV étant les vecteurs utilisés dans mon projet de thése je décrirai les
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caractéristiques des AAV sauvages et leur cycle d’infection, avant de rentrer plus en détail

dans les approches de TG basées sur l'utilisation d’AAV.

1.3.2.1. Les lentivirus

Les LV sont des virus a ARN, dérivé du HIV-1 appartenant a la famille des rétrovirus.
Suite a l'infection d'une cellule, le génome a ARN est rétrotranscrit en ADN double brin
proviral, transloqué dans le noyau et intégré au génome de la cellule héte. Aprés
transcription par la machinerie cellulaire, de nouvelles particules virales sont formées a la
membrane plasmique. Le génome des LV est composé des génes gag, pol et env ainsi que
de six génes codant des protéines accessoires. Gag code pour les éléments structuraux du
virus (protéines de la capside, de la matrice et de la nucléocapside) et pol code pour les
enzymes virales (la protéase, la transcriptase inverse et l'intégrase) nécessaires a la
réplication. Env code pour les glycoprotéines de I'enveloppe, responsables de la médiation
de I'entrée du virus dans les cellules. Le génome viral est flanqué de 2 LTR (Long Terminal
Repeats), nécessaires a la rétrotranscription, a la transcription et a l'intégration du génome
viral dans le génome de la cellule héte. Les LV sont des virus pathogénes capables de
transduire des cellules mitotiques et post-mitotiques.

Ainsi, pour les approches de TG, grace a lintégration du génome du lentivirus, le
transgene est transmis aux cellules filles lors de la division cellulaire permettant son
expression a long terme. Ces vecteurs viraux peuvent étre utilisés pour des transductions in
vivo (cerveau, ceil, foie, muscles) mais ils sont surtout utilisés dans des approches ex vivo
consistant a corriger des cellules extraites de patients, particulierement des cellules souches
hématopoiétiques, et a les réimplanter. Les cellules sont stablement transduites par les
lentivirus et le géne thérapeutique est intégré au génome de la cellule héte, permettant une
expression persistante malgré les divisions cellulaires répétées. Ces approches ex vivo ont
été utilisées pour des maladies hématologiques (hémophilie, B-Thalassémie), des
immunodéficiences primaires (ADA-SCID) ou encore des maladies neurodégénératives. Par
exemple dans le cas de [I'adrénoleucodystrophie liée a I'’X (ALD), une maladie
démyélinisante du SNC, des cellules souches hématopoiétiques de patients ont été traitées
avec un lentivirus codant pour le géne défectueux (ABCD1) et transplantées dans la moelle
osseuse des patients (Cartier et al., 2009). A noter que la caractéristique intégrative du
vecteur est aussi liée a un risque mutagene dans le cas d’'intégration dans un oncogéne

(essai clinique SCID-X1 par exemple). Le pseudotypage de I'enveloppe de ces vecteurs
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Figure 30 : Les AAV sauvages et I'organisation de leur génome.

(A) Premiére observation de particules AAV (fleches blanches) dans une préparation d’adénovirus
simien (SV15). Grossissement x132000. (Issu de Mayor et al., 1965). (B) Organisation du génome de
4,7 kb de 'AAV2 (AAV le plus étudié). Le géne rep code pour quatre protéines a partir des
promoteurs, p5 et pl9. Le géne cap code pour les trois protéines de la capside et pour la protéine
AAP, a partir du promoteur p40. (Fléches : promoteurs, traits horizontaux : transcrits, angles gris :
introns, rectangles pleins : exons). (Adapté de Grieger and Samulski, 2012).
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avec I'enveloppe du virus de la stomatite vésiculaire G (VSVG) permet d’élargir leur tropisme

en particulier pour les neurones et les cellules gliales.

1.3.2.2. Les virus adéno-associés (AAV)

1.3.2.2.1. Caractéristiques des AAV sauvages

Les AAV, de la famille des Parvoviridae, sont des petits virus a capside icosaédrique
de 20 a 25nm (Tableau 4). Ces virions non enveloppés a ADN simple brin (sb) sont non
pathogénes pour 'Homme. Appartenant au genre des Dependoparvovirus, les AAV
nécessitent des fonctions apportées par d'autres virus, appelés virus « helper », pour infecter
efficacement une cellule mammifére, tel que des adénovirus ou des herpesvirus (Grieger
and Samulski, 2012; Verma and Weitzman, 2005). Les AAV ont été identifié pour la premiére
fois en 1965 dans des préparations adénovirales et tirent leur nom de cette premiére
observation, (Figure 30A) (Mayor et al., 1965). Depuis plus de 100 variants d’AAV, se
répartissant en 6 clades (A a F), ont été isolés chez 'Homme et les certains primates
(babouins, chimpanzés, macaques rhésus, macaques crabiers et macaques a queue de
cochon) (Castle et al., 2016; Cearley et al., 2008). Ces variants présentent une taille et une
organisation du génome similaires mais des différences au niveau de la structure primaire
des protéines composant la capside. La majorité des travaux ont été faits avec I'AAV2, c'est
pourquoi nous allons nous focaliser d’avantage sur la biologie de ce sérotype.

Le génome de 4,7 kb des AAV est composés de deux genes, rep et cap entourés de
séquences ITR (inverted terminal repeats) en forme de T (Figure 30B) (Grieger and
Samulski, 2012). Le géne rep code pour guatre transcrits nécessaires a la réplication et a
I'encapsidation, a partir de deux promoteurs p5 et p19 (Rep 78, 68, 52 et 40). Les protéines
Rep 78 et 68, sont synthétisées a partir de 2 transcrits initiés au niveau du promoteur p5.
Ces deux protéines sont multifonctionnelles et impliquées dans de nombreuses étapes du
cycle viral (transcription, réplication et intégration spécifique). Les protéines Rep 52 et 40
sont synthétisées a partir de 2 transcrits initiés au niveau du promoteur p19 et jouent un role
dans I'encapsidation de I'ADN viral dans les capsides nouvellement formées dans le noyau
de la cellule héte. Le gene cap code pour les trois protéines structurales de la capside dont
les transcrits sont initiés a partir du promoteur p40. Ces trois protéines, VP1, VP2 et VP3
composent la structure de la capside avec un ratio 1 :1 :10 respectivement (5VP1, 5 VP2 et
50 VP3). Un transcrit alternatif du géne cap code pour la protéine APP (assembly activating

protein) qui, comme son nom l'indique joue un rdle majeur dans I'assemblage de la capside

68



Liaison a un recepteur de surface

</

Endosome

Microtubules

Diminution
@ "

Libération
du génome viral (sb)

Endocytose

Membrane

Vesicule mantelée
de clathrines

Episome

Figure 31 : Mécanisme d’infection d’une cellule mammifére par un AAV.

(Adapté de Choudhury et al., 2017).
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(Penaud-Budloo et al., 2018). Les différents sérotypes d’AAV (paragraphe 2.2.1) reposent
sur des différences d'acides aminés au niveau des protéines VP. La structure de la capside
a été élucidée pour un nombre restreint de sérotypes (AAV1, 2, 4, 5, 6, 7, 8, 9). Les ITR
longues de 145pb, localisées en 5 et 3' du génome, correspondent aux origines de

réplication.

1.3.2.2.2. Cycle d'infection des AAV

Comme pour I'ensemble des virus, linfection efficace d'une cellule par un AAV
nécessite plusieurs étapes (Figure 31) (Choudhury et al., 2017; Grieger and Samulski,
2012). Le virion entre en contact avec la cellule a infecter via des récepteurs de surface
spécifiques. Dans certains cas des corécepteurs sont présents pour faciliter I'internalisation
du virus. En fonction du sérotype viral les récepteurs et corécepteurs différent, conférant
différents tropismes cellulaires (paragraphe 2.2.2.1). Les récepteurs pour les différents AAV
ne sont pas tous identifies mais I'AAV2 a pour récepteur cellulaire un protéoglycane
héparane sulfate (HSPG) et pour corécepteurs le facteur de croissance des fibroblastes 1
(FGFR1) ainsi que l'intégrine aVB5 ) (Grieger and Samulski, 2012). Suite a la liaison a son
récepteur de surface, I'AAV est internalisé dans la cellule par endocytose impliquant des
clathrines dans la majorité des cas. Les microtubules régulent le transport de I'endosome
dans le cytoplasme. Une acidification de I'endosome conduit a I'activation du domaine
phospholipase de la protéine VP1. Ceci induit des changements dans lintégrité de la
capside permettant au virus de s'échapper de I'endosome. Grace a la présence de signaux
de localisation nucléaire dans les protéines VP1 et VP2, le virion est importé dans le noyau.
Suite a la décapsidation, le génome viral est libéré dans le noyau de la cellule. Les AAV
étant des virus a ADN sb, la synthése du brin complémentaire par les protéines Rep virales
et la machinerie de la cellule hdte est nécessaire pour permettre I'expression des génes
viraux. Il a été montré en in vitro, le complexe minimal, provenant de la cellule héte, requis
pour la réplication de I'ADN viral est composé de quatre protéines : 'ADN polymérase O et
les enzymes RCF (replication factor C), PCNA (proliferating cell nuclear antigen) et le MCM
(minichromosome maintenance complex) (Nash et al., 2008). Suite a la synthése du double
brin le génome viral est instable. En absence d'une co-infection avec un virus helper, le
génome de I'AAV s'établit en épisome ou plus rarement il peut s'intégrer au génome
nucléaire au niveau d’'un site unique dans le chromosome 19 (q13.4) appelé AAVSL1. Cette
intégration par homologie de séquence requiert les protéines Rep 78 et 68 codées par 'AAV.

Le virus peut sortir de la phase de latence en présence d’'un virus helper, qui apporte les
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Figure 32 : Réplication du génome simple brin de I’'AAV.

La réplication du génome viral nécessite un environnement permissif dans la cellule. La polymérase & de
la cellule hoéte, accompagnée des protéines RFC, PCNA et MCM, synthétise le brin complémentaire a
partir de I'extrémité 3' du génome viral. L'étape d’'isomérisation permet la formation des ITR en 3’ eten 5’
de I'ADN double brin (db) créant de nouvelles amorces. L'endonucléase Rep clive ensuite le brin parental
faisant apparaitre une extrémité 3’ et initiant la synthése du brin complémentaire de I'ITR. Enfin, La
nouvelle élongation du brin complémentaire permet de déplacer le brin monomeére initial et reformer un

ADN viral db. Les monomeres sont ensuite encapsidés. (Adapté de Grieger and Samulski, 2012).
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protéines nécessaires a la réplication du génome viral, a la synthése de la capside et a
I'encapsidation de I'ADN, permettant a 'AAV de compléter son cycle viral. Les étapes de
réplication du génome viral sb sont présentées dans la figure 32. Les brins plus et les brins
moins nouvellement formés sont empaquetés dans la capside icosaédrale sans préférence.
L’infection latente, non pathogéne, est particulierement commune dans la population
humaine avec 90% des adultes séropositifs pour 'AAV2 (Lykken et al., 2018).

L’ensemble des étapes du cycle d’infection du virus (liaison au récepteur, entrée par
endocytose, sortie de I'endosome, entrée dans le noyau, décapsidation, libération du
génome, synthése du brin complémentaire et transcription du génome viral) peuvent
chacune étre limitantes dans des approches de thérapie génique utilisant des AAV

recombinants (AAVr) (paragraphe suivant).
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2. Thérapies géniques basées sur l'utilisation d’AAV pour les maladies du systeme

nerveux

Dans le cadre de mon projet de these et pour la suite de ce manuscrit, je me limiterai
a la thérapie génique basée sur l'utilisation d’AAV pour le systeme nerveux et les maladies
neurodégénératives avec des administrations in vivo. De maniere générale, le systéme
nerveux est particulierement difficile a traiter, en particulier le SNC en raison de sa
complexité, des interactions cellulaires et de la présence de la barriere hématoencéphalique
(BHE) (Hocquemiller et al., 2016). Plusieurs thérapies géniques pour des maladies
neurologiques (maladies lysosomales, maladie d’Alzheimer, maladie de Parkinson, maladie
de Huntington, sclérose latérale amyotrophique, amyotrophie spinale) ont été développées
avec des résultats trés encourageants sur les modéles animaux. Ces résultats ont conduit au
lancement de nombreux essais cliniques (Hocquemiller et al., 2016). Pour les maladies dont
I'étiologie n’est pas connue, tel que la maladie d’'Alzheimer ou de Parkinson, le vecteur viral
est utilisé pour délivrer des facteurs neurotrophiques, des neurotransmetteurs ou encore des
protéines compensatoires (Choudhury et al., 2017). Concernant ces derniéres approches
thérapeutiques je ne rentrerai pas plus dans les détails.

Pour des approches de TG, les principes généraux proposés par Choudhury et ses
collégues menant a une meilleure efficacité sont les suivants (Choudhury et al., 2017) :

- Les patients doivent étre traités le plus t6t possible a la suite du diagnostic pour que
les dommages ne soient pas trop avancés et voire irréversibles.

- Suite a l'injection des vecteurs, I'expression du transgéne ne peut pas étre éteinte et
les niveaux d’expression ne peuvent pas étre modulés. Le choix du promoteur et des
séquences régulatrices en amont de la thérapie est donc essentiel.

- La taille du transgéne étant limitée, la construction comportant I'ensemble de la
cassette d'expression (éléments régulateurs, promoteur, ADN complémentaire,
polyA) doit étre adapté au vecteur choisi. Par exemple, pour la myopathie de
Duchenne, le gene de la dystrophine long de 2,3 megabases (ARNm de 14
kilobases) a une taille dépassant largement la capacité d’encapsidation des vecteurs
AAV (4,7 kb), conduisant a l'utilisation d’'un mini-gene adapté a la capacité des AAV.

- En amont de la TG, des mesures d’évaluation réalistes doivent étre établies et des
biomarqueurs adaptés pour valider (ou réfuter) le succes thérapeutique sont a
analyser.

- Essai clinique unique pour les patients (pas de réinjection possible a I'heure actuelle)

donc les doses et les difféerents éléments sont a définir précisément avant I'essai.
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Figure 33: Méthodes d’administration des AAV avec les stratégies de TG in vivo dans le
systeme nerveux et exemples d’essais cliniques en cours.

Des injections stéréotaxiques intraparenchymales (fleches vertes) permettent de cibler directement les
régions d'intéréts a corriger. Le systeme nerveux (SN) peut également étre ciblé avec des injections
de vecteurs dans le LCR avec des injections intracérébroventriculaires (fleches bleus) ou intrathécales
(fleches rouges) ou encore dans la circulation sanguine (injections intravasculaires, fleches roses).
Les maladies neurodégénératives pour lesquelles des essais cliniques sont en cours sont présentées

en fonction de la voie d’administration. (Adapté de Hocquemiller et al., 2016).
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Je décrirai tout d’abord les voies d’administration de vecteur pour cibler le systeme
nerveux pour les approches de TG in vivo pour les maladies neurologiques. Je développerai

ensduite les vecteurs AAV recombinants utilisés dans ces approches et leurs caractéristiques.

2.1. Voies d’administration pour cibler le systéme nerveux

Vu la complexité du SN le choix de la méthode d’injection des vecteurs est essentiel.
Elle dépend de la/les région/s et de la/les population/s cellulaire/s a traiter. La Figure 33
présente les difféerentes méthodes d’administration de vecteur AAV dans le systeme nerveux

(Hocquemiller et al., 2016).

2.1.1. Injections intraparenchymales (IP)

La plupart des approches de thérapies géniques neuronales sont basées sur des
injections locales par stéréotaxie de vecteurs dans des régions spécifiques du cerveau
(Figure 33). Ces injections intraparenchymales (IP) ont I'avantage de nécessiter une dose
plus faible de vecteur, de contourner la barriere hémato-encéphalique (BHE) et présentent
une meilleure immunotolérance (voir paragraphe 2.2.3). En fonction du sérotype d’AAV
utilisé (voir paragraphe 2.2.1), les efficacités de transduction des cellules et de diffusion du
vecteur different. Cependant, dans le cas de maladies affectant de nombreuses régions du
SN, les injections IP peuvent étre limitantes. Des infusions intracraniennes de vecteurs au
niveau d’axones connectant différentes structures du cerveau permettent une plus large
diffusion du vecteur. Une injection avec une pression positive constante utilisant des
cathéters de petits diamétres (CED : convection enhanced delivery) permet d’améliorer la
distribution des vecteurs (Bankiewicz et al., 2000). L'injection précise des AAV peut étre

suivie en direct par IRM (Piguet et al., 2017).

2.1.2. Utilisation du LCR

Afin de diminuer les risques liés a des procédures chirurgicales lourdes nécessaires
pour les injections IP, le liquide céphalo-rachidien (LCR) peut aussi étre utilisé pour délivrer
les AAV aux régions d’intéréts. Des injections intrathécales (IT) cisternales ou lombaires
permettent d'injecter le vecteur dans le LCR (Figure 33). Chez les souris, une injection IT
lombaire permet une transduction de la moelle épiniére et des DRG. De plus chez les

mammiféres de grande taille (cochons et singes), les injections intrathécales entrainent
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également une transduction efficace du cerveau et du tronc cérébral (Choudhury et al.,
2017). Des injections intracérébroventriculaires (ICV) permettent également d’accéder au
LCR mais nécessitent une chirurgie. Cette technique d’injection présente des limitations,
particulierement le potentiel risque de développement d’'une réaction immunitaire contre le

vecteur ou le transgene (voir paragraphe 2.2.3).

2.1.3. Injections intravasculaires (V)

Historiguement les injections intravasculaires n'étaient pas utilisées pour cibler le
systéme nerveux en raison de la BHE. Cependant, l'identification et la génération de
vecteurs capables de traverser la BHE a ouvert la possibilité d'injections IV (voir paragraphe
2.2.2.1) et le lancement d’essais cliniques (voir paragraphe 2.4.1) (Figure 33) (Bevan et al.,
2011; Zhang et al., 2011). Si les mécanismes permettant aux vecteurs de passer la BHE ne
sont a ce jour pas connus, le passage est cependant facilité chez les animaux jeunes. Dans
le cas d'animaux adultes, le dosage du vecteur et le promoteur utilisé ont aussi leur
importance (Foust et al., 2009). Ces injections IV présentent des avantages mais également
d’'importantes limitations. En effet, la méthode d’administration est non invasive et le vecteur
est distribué a I'ensemble de l'organisme. Mais due a cette dilution du vecteur dans
'organisme et particulierement dans le foie, dimportantes doses de vecteurs sont
nécessaires au départ pour transduire le CNS entrainant un risque de toxicité et des
limitations techniques en termes de production de vecteur. De plus, la réponse immunitaire
sera plus élevée en raison d’anticorps neutralisants contre les AAV présents dans le sérum

(voir paragraphe 2.2.3).

2.2. Les virus adéno-associés recombinants (AAVr)

Les AAV sont des outils de choix pour des approches thérapeutique. En effet, ils
peuvent transduire les cellules mitotiques et post-mitotiques, ils sont incapables de se
répliquer de maniére autonome et sont faiblement intégratifs. De plus, la relative simplicité
de leur génome facilite le design d’AAV recombinants. Les ITR sont les seules séquences de
'AAV nécessaires en cis pour la réplication et 'encapsidation du génome viral (Grieger and
Samulski, 2012). Le génome des AAVr est donc composé des 2 ITR des AAV sauvages et
du transgene (promoteur et séquences régulatrices, gene thérapeutique et polyA)
remplagcant les séquences rep et cap. La séquence de I'ADN recombinant ne doit pas

excéder 4,7kb, limitant I'utilisation des AAV des lors que le transgéene est de taille supérieure.
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Figure 34 : Principe de production des AAV recombinants.

Le transgéne correspondant au géne d'intérét et aux éléments de régulation choisis (séquences
régulatrices, promoteur, polyA, introns...) est flanqué par les ITR, seuls éléments nécessaires en cis pour
'encapsidation du génome. Les génes rep et cap ainsi que les fonctions helper nécessaires pour la
réplication et I'encapsidation du vecteur sont apportés en trans dans les cellules en culture. A gauche :
photo de particules d’AAVr en microscopie électronique, la fleche jaune montre une particule AAVr et la
fleche blanche pointe une particule vide (issu de Penaud-Budloo et al., 2018).
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Afin de produire les vecteurs viraux AAV (correspondant aux AAV recombinants) les
séquences rep et cap sont apportées en trans (en absence d'ITR) en parallele des fonctions
helper des adénovirus ou herpevirus. Le principe général de production des AAVr est
présenté dans la figure 34. Les techniques de production précises sont présentées dans la
section 2.3. En culture il est donc possible d’encapsider le matériel génétique de notre choix
en apportant les signaux de réplication et d’encapsidation (ITR) en cis et 'ensemble des
autres éléments en trans. Les vecteurs générés ne contiennent aucun géne viral, empéchant
leur réplication dans les cellules transduites. Les virus recombinants formés sont ensuite
extraits et purifiés. La préparation d’AAVr peut contenir des particules vides (paragraphe 2.3)
(Figure 34).

Les AAVr correspondent sont beaucoup utilisés pour les maladies
neurodégénératives en raison de leur fort tropisme neuronal (selon les sérotypes),
particulierement avec des injections in vivo et de leur nature non pathogéne et sécuritaire

(Hocquemiller et al., 2016).

2.2.1. Sérotype et tropisme des AAV

Les différents sérotypes d’AAV sont basés sur la structure de la capside : en fonction
des protéines VP la formant, les récepteurs de surface vont différer. Chaque sérotype viral
présente donc un profil antigénique unique et un tropisme cellulaire spécifique. Plus d’'une
centaine d'isolats naturels ont été identifiés. La librairie d’AAV a ensuite été grandement
enrichie grace a des modifications in vitro de la structure primaire des protéines de la
capside (Castle et al., 2016).

2.2.1.1. Isolats naturels

La majorité des preuves de concept précliniques a été réalisée avec un AAVr de
sérotype 2 (AAV2 dans la suite du manuscrit) qui présente un tropisme large. L'étude des
autres sérotypes et la génération des AAV recombinants correspondants ont ensuite permis
d’améliorer deux éléments essentiels de la TG a savoir une amélioration de la transduction
des cellules d'intéréts ainsi que la biodistribution du vecteur, Les AAVr (autre que 'AAV2)
utilisés en TG correspondent principalement a des pseudovecteurs. Ces derniers sont
composés d’'une capside alternative a celle de 'AAV2 et du génome recombinant de 'AAV2
(transgene entouré des ITR de I'AAV2). Par exemple le vecteur rAAV2/9 correspond au
génome recombinant de 'AAV2 avec la capside de 'AAV9 (gene cap de 'AAV9 apportés en
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trans lors de la production des vecteurs). Par simplification nous appellerons ces
pseudovecteurs AAV9 et non AAVr2/9.

Les sérotypes 1 a 9 présentent 45% d’identité au niveau des acides aminés de la
capside, les AAV4 et 5 étant les plus divergents (Grieger and Samulski, 2012). Les
récepteurs de surface auxquels les AAV se lient pour pénétrer dans les cellules ne sont pas
encore tous identifiés. Les AAV1, 4, 5 et 6 se lient & I'acide sialique, 'AAV8 au récepteur a la
laminine et 'AAV9 au galactose (Tableau 5) (Murlidharan et al., 2014). Pour cibler le
systeme nerveu, les sérotypes 1, 2, 5, 8, 9 et rh10 sont les plus utilisés. lls présentent
différents tropismes cellulaires en fonction de la région du systéme nerveux, de l'espéce
animale utilisée et de la méthode d'injection (Castle et al., 2016; Hocquemiller et al., 2016;
Zincarelli et al., 2008). Pour des cultures primaires neuronales, les AAV1, 6 et 7 présentent
le plus fort tropisme neuronal et I'AAV5 est le candidat de choix pour une transduction gliale
(Castle et al., 2016). In vivo, pour des injections IP, les AAV9 et rh10 sont les meilleurs
candidats grace a leur bonne efficacité de transduction, une diffusion large du vecteur et un
transport axonal antérograde et rétrograde (Tableau 5) (Castle et al., 2016; Cearley and
Wolfe, 2006). Les AAV4 et rh43 présentent un tropisme glial fort et TAAV8 est idéal pour
transduire les oligodendrocytes du cortex. Avec des injections IT, I'AAV8 transduit
efficacement les neurones de larges diameétres des DRG et les AAV7 et 9 ciblent
particulierement bien le cortex, le cervelet et la moelle épiniére.

Afin de cibler le SN par une administration 1V, les vecteurs doivent étre capables de
passer la BHE et transduire les neurones. Les sérotypes 9 et rh10 sont les plus efficaces
(Bevan et al., 2011; Foust et al., 2009; Zhang et al., 2011). Suite & une injection IV,
I'efficacité de transduction de 'AAV9 et le type de cellules transduites vont dépendre de I'age
des animaux. Par exemple une meilleure transduction neuronale est observée dans le CNS
des souris jeunes, les souris adultes présentant plutdét une transduction gliale (Zincarelli et
al., 2008). Enfin chez les primates non humains (NHP), aprés une injection IV, I'AAV9
transduit les cellules gliales du cerveau, les neurones des DRG et les motoneurones de la
moelle épiniére (Bevan et al., 2011). Globalement les AAV9 et rh10 sont les vecteurs de
choix pour une large transduction neuronale suite a une injection intracérébrale ou
intravasculaire (Tableau 5).

En paralléle du choix de sérotype, le choix du promoteur peut participer au ciblage
spécifigue d’'une population cellulaire. Par exemple, le promoteur NSE permettra une
expression spécifigue dans les neurones aprés transduction, le promoteur GFAP une
expression dans les astrocytes ou encore le promoteur MBP une expression forte dans les
oligendodrocytes du SNC (Castle et al., 2016).
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2.2.1.2. Emergence de nouveaux vecteurs générés en laboratoire

Au cours des derniéres années, des vecteurs AAV, ont été générés par maodification
de la capside dans le but de cibler au mieux certains tissus, éviter la transduction dans
d’autres tissus, limiter une réponse immunologique et améliorer le passage de la BHE. Les
AAV peuvent étre modifiées selon cing approches expérimentales différentes (Castle et al.,
2016) :

1) Moaodifications chimiques de la capside permettant d’altérer le tropisme naturel avec la
présence d'éléments de liaison a de nouveaux récepteurs de surface ou en
masquant des éléments natifs de la capside. Ces derniéres modifications permettent
également de protéger contre les anticorps neutralisants présents dans I'organisme
(voir paragraphe 2.2.3). Ces vecteurs modifiés n'ont pas encore été utilisés dans des
approches in vivo.

2) Génération de vecteurs hybrides combinant les propriétés de multiples sérotypes
avec la coexpression de génes cap issus de ces différents sérotypes lors de la
production des AAVr. Cette méthode est cependant peu utilisée, car la composition
précise de la capside n'est pas suffisamment maitrisée lors de la production,
conduisant a des réarrangements de capside différents dans une méme préparation
d’AAVr.

3) Insertion de peptides dans la capside afin d’'introduire une nouvelle capacité de
liaison a un récepteur et donc modifier le tropisme naturel du vecteur. La production
et la capacité infectieuse du vecteur ne doivent pas étre altérées suite a cette
expression de peptide. La localisation du peptide est donc essentielle. A ce jour, peu
de recherches in vivo utilisant ces vecteurs ont été développées.

4) Des procédures de capside shuffling (brassage des génes cap de plusieurs
sérotypes aprés digestion par une nucléase) suivies de modifications dirigées ont
généré de grandes banques de capsides. En fonction des éléments et
caractéristiques recherchées des étapes de sélection sont ensuite nécessaires.

5) Des approches de mutagénéses rationnelles des géenes codant les protéines de la
capside avec le changement de quelques acides aminés semblent étre la technique
la plus prometteuse pour la génération de nouveaux vecteurs AAV. Ces mutations
dirigées permettent une modification du tropisme, une amélioration de I'efficacité de
transduction ou encore une non reconnaissance par les anticorps neutralisants.
L’amélioration de I'efficacité de transduction permet de réduire la dose de vecteur a

administrer minimisant donc de potentiels effets toxiques.
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Figure 35 : Des variants d’AAV9 permettent une meilleure transduction du SNC et du SNP.

(A) Expression d'une GFP a localisation nucléaire dans le cerveau et la moelle épiniére trois semaines
aprées des injections IV d’AAV9, AAV-PhP.S, AAV-PhP.B, AAV-PhP.eB codant pour une NLS-GFP ;
1x10%2vg par souris pour les deux premiers vecteurs et 1x10'vg par souris pour les deux derniers
vecteurs. (B) Expression de la GFP nucléaire dans les DRG suite a des injections IV d’AAV9-NLS-
GFP ou AAV-PhP.S-NLS-GFP. Les neurones sont marqués avec le marqueur neuronal PGP9.5 en

magenta. (Issu de Chan et al., 2017).
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Depuis 2016, des vecteurs particulierement efficaces pour traverser la BHE et transduire
efficacement des populations hétérogénes dans le systeme nerveux ont été développés. Ces
vecteurs sont particulierement intéressants pour les maladies neurodégénératives impliquant
différentes régions et population neuronales, maladies pour lesquelles des injections IP sont
limitantes. De plus, le SNP est difficilement accessible de maniére chirurgicale ainsi des
administrations IV semblent étre la meilleure option. Ces nouveaux vecteurs sont des
variants de 'AAV9 ou de 'AAV9.47. Ce dernier, lui-méme un variant de 'AAV9, présente le
méme tropisme neuronal que I'AAV9 mais avec une diminution significative de la
transduction du foie (particulierement transduit aprés une injection IV d’AAV9) (Pulicherla et
al., 2011). L’AAV-AS est un variant de 'AAV9.47 avec un peptide poly-alanine ajouté en N-
terminale des protéines VP2 (fusion de la séquence du peptide dans le géne cap)
(Choudhury et al., 2016). La présence de ce peptide permet un meilleur passage de la BHE
et de la transduction du systéme nerveux suite a une injection en IV. Par rapport a I'AAV9
classique, son efficacité de transduction est 15 fois supérieure dans le cerveau et 6 fois
supérieure dans la moelle. Il présente également une excellente transduction des cellules de
Purkinje localisées dans le cervelet. Dans une autre étude, une nouvelle méthode (CREATE
pour Cre Recombinase based AAV Targeted Evolution) a permis de générer I'AAV-PhP.B
(Deverman et al., 2016). Ce variant de I'AAV9 présente une séquence de 7 aminés
supplémentaires (TLAVPFK) au niveau de la protéine VP1. Suite a une injection 1V, 40x plus
de vecteurs sont retrouvés dans les astrocytes et les neurones de régions du SNC de souris
adultes et peu dans le cervelet par rapport a 'AAV9. Les organes périphériques des souris
présentent la méme transduction a I'exception du pancréas. Afin d’'améliorer ce vecteur AAV
PhP.B pour diminuer la dose a injecter, de nouveaux cycles de modifications et sélections
(méthode CREATE) ont été entreprises générant le variant PhP.eB (Chan et al., 2017). Ce
variant (différent de trois acides aminés par rapport au PhP.B) permet la transduction de la
majorité des neurones du SNC suite a une injection IV a faible dose et plus de 75% des
cellules de Purkinje du cervelet. La figure 35A présente les résultats obtenus dans cette
étude avec la transduction du cerveau et de la moelle épiniere avec 1x10vg (vecteur
génome) par souris pour TAAV9-GFP et 1x10!vg par souris pour les AAV PhP.B et PhP.eB.
En parallele, 'AAV PhP.S a été généré avec la méme méthode (peptide QAVRTSL). Ce
dernier variant transduit le SNC de maniére similaire a 'AAV9 mais il présente un trés bon
tropisme pour le SNP (particulierement les neurones des DRG) ainsi que les afférences
sensorielles périphériques de la moelle épiniére et du tronc cérébral (Figure 35A). Plus de
80% des neurones des DRG sont transduits (Figure 35B) (Chan et al., 2017). Ces

efficacités de transduction élevées permettent donc de diminuer les doses de vecteur
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Figure 36 : Génome et génération des scAAV.

(A) Le génome des scAAV est composé de deux 2 ITR sauvages entourant deux simples brins
complémentaires d’ADN (rc : reverse complement). Les simples brins sont interrompus par une ITR
muté (X rouge : mutation). Les sb complémentaires peuvent s'apparier formant un ADN db
permettant une expression plus rapide du transgéne. (B) Génération des scAAV et encapsidation

sous forme d’ADN sb. (Adapté de Grieger and Samulski, 2012).
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injectées. La diminution des doses permet également d’envisager des co-injections de
vecteurs portant des génomes recombinants différents (pour I'expression de plusieurs
protéines).

Enfin, récemment, des vecteurs viraux hybrides composés d’AAVr associés a des
exosomes ont été geénéres (Gyorgy et al., 2014; Hudry et al., 2016). Ces exo-AAV ont
lavantage de résister aux anticorps neutralisants, d’améliorer la transduction dans le

systeme nerveux par comparaison aux AAV classiques et de faciliter le passage de la BHE.

2.2.2. Expression du transgéne

Le sérotype de 'AAV influe également sur la cinétiqgue d’'expression du transgéne
(Grieger and Samulski, 2012; Zincarelli et al., 2008). La premiére étape limitante pour la
cinétique d’expression repose sur la nécessité de synthétiser le brin complémentaire a I'ADN
sb de I'AAV (Figure 32). Cette synthése induit un délai dans I'expression du transgéne. Il a
été observé que I'expression est lente au début puis atteint un plateau. De maniére tres rare,
si des brins + et — encapsidés sont tous deux présents dans la cellule, ils peuvent s’hybrider
et former un ADN db (McCarty, 2008). Afin de palier a ce délai dans I'expression du
transgéne des AAV recombinants a ADN doubles brins (db) ont été développés (appelés
SCAAV pour self-complementary AAV). Le génome de ces scAAV est formé de deux simples
brins complémentaires d’ADN (géne d'intérét) avec une ITR modifiée par mutation au milieu
et entourés d'ITR sauvages (Figure 36A) (McCarty, 2008). Les simples brins peuvent
directement s’apparier dans la cellule aprés transduction permettant une expression plus
rapide du transgéne (Figure 36A). Cependant en raison de la structure de ce génome
modifié, la capacité d'encapsidation des scAAV est diminuée de moitié (cassette
d’expression réduite a 2,5kb). La figure 36B présente le principe de réplication d’'un scAAV.
La mutation localisée dans I'l TR interne empéche l'initiation de la réplication.

Suite a la transduction des AAVr, I'expression du transgéne persiste pendant de
nombreuses années dans les cellules. Une récente étude démontre l'expression du
transgéne 15 ans aprés le transfert de géne dans le cerveau de primates pour la maladie de
Parkinson (Sehara et al., 2017)

2.2.3. Réponse immunitaire face aux AAVr

Les AAV ont lavantage d'étre faiblement immunogéne (Bessis et al., 2004).
Cependant une réponse immunitaire peut se mettre en place a la suite d’injection d’AAVr.
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L'organisme développe surtout une réponse immunitaire humorale contre la capside
empéchant toute ré-administration d’AAV avec un sérotype similaire.

Lors d’'une infection virale, deux types de réponses immunitaires se mettent en place.
Immédiatement aprés l'infection, la réponse immunitaire innée, non spécifique, permet la
sécrétion de cytokines inflammatoires et de chimiokines au site d’infection ou d’injection
dans le cas d'une TG. Ensuite, la réponse immunitaire adaptative se met en place. De
maniére trés simplifiée : dans les ganglions lymphatiques, les lymphocytes T cytotoxiques
(CD8+) vont étre activés suite a la présentation d’antigénes (peptides) par les cellules
présentatrices d’antigénes (APC) ainsi que les cellules dendritiques, via le complexe majeur
d’histocompatibilité de classe | (MHC-I). Le MHC-I, exprimé a la surface de I'ensemble des
cellules nucléées, présente des peptides issus de protéine du non soi d'origine cytotoxiques.
Les cellules T CD8+ migrent ensuite vers le lieu dinfection et détruisent les cellules
présentant les mémes peptides sur leur MHC-1. On parle de réponse immunitaire adaptative
cellulaire. En parallele, les protéines du non soi extracellulaires seront phagocytées par les
APC et présentées aux lymphocytes T helper (CD4+) via le MHC-II. L’activation des cellules
T helper entraine l'activation des lymphocytes B qui produiront alors des anticorps
neutralisants contre cette protéine du non soi. On parle alors de réponse immunitaire
adaptative humorale.

Les AAV étant décrits comme non pathogénes, initialement peu d’attention avait été
portée aux réponses immunitaires suite a l'administration d’AAVr. Au cours d’'un essai
clinique pour 'hémophilie B avec I'injection d’AAV2 codant pour le facteur IX, une réponse
immunitaire a été observée et étudiée (Manno et al., 2006). L'injection d’AAV ne semble pas
déclencher de réponse immunitaire innée dans I'organisme (ou tres légérement) (Bessis et
al., 2004). En effet, sur 'ensemble des essais cliniques de TG utilisant des AAVr aucune
réaction sévere due a la réponse immunitaire innée n'a été observée. En revanche une
réponse immunitaire adaptative contre le transgéne ou la capside peut se mettre en place,
conduisant a la destruction des cellules exprimant le transgéne et a la production d’anticorps
neutralisants. Ces réponses inhibent donc I'expression du transgéne et I'efficacité de la TG a
long terme. Différents parametres influent la sévérité de cette réponse : le tissu ciblé, la dose

de vecteur et le sérotype d’AAV utilisé, le transgene et son niveau d’expression, etc.

2.2.3.1. Réponse immunitaire adaptative contre le transgéne

La réponse immunitaire contre le transgéne varie en fonction des protocoles

expérimentaux (quantité de transgéne, cinétique d’expression, voie d’administration) ainsi
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Figure 37 : Réponse immunitaire adaptative contre la capside des AAV.

La population humaine est largement pré-immunisée contre les AAV, certains sérotypes plus
particulierement (AAV2 et AAV5). Cette pré-immunisation limite I'efficacité de transduction des cellules
cellules par les AAVr ainsi que l'efficacité de I'approche thérapeutique. (A) Suite a une infection, les
AAV sauvages peuvent étre phagocytés par les APC, le peptide (antigéne) est alors présenté par le
MHC-II aux lymphocytes T helper (CD4+) conduisant a l'activation des lymphocytes B et a la
production d’anticorps neutralisants contre la capside viral (réponse immunitaire adaptative humorale).
(B) En paralléle si 'AAV infecte 'APC (cellule dendritique par exemple), des peptides de la capside
seront présentés aux lymphocytes T cytotoxiques (CD8+) via le MHC-I. Ces cellules T CD8+ seront
alors capables de détruire les cellules présentant des peptides similaires via leur MHC-I avec la
production de molécules cytotoxiques. Cette réponse immunitaire adaptative cellulaire est beaucoup
plus rare que la réponse humorale, en raison de la faible transduction des APC par les AAV. Lors
d’'une administration d’AAV pour une approche de TG, les anticorps préexistants pourront donc
neutraliser les particules virales circulantes dans l'organisme et les lymphocytes T cytotoxiques

pourront détruire les cellules transduites.
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Introduction

que de la présence ou non d'une protéine codée par l'allele muté chez les patients. On
pourra donc observer une gamme de réponses allant d’'une absence de réponse a la
destruction des cellules exprimant le transgéne (réponse cellulaire) et a la neutralisation de
la protéine thérapeutique par les anticorps (réponse humorale) (Choudhury et al., 2017).
Chez les patients, si la mutation entraine une absence totale de protéine la réponse
immunitaire risque d’'étre forte, la protéine thérapeutique étant reconnue comme du non soi.
Au contraire si, malgré la mutation, les cellules produisent une protéine stable, la protéine
thérapeutique sera reconnue comme du soi. Les réponses adaptatives cellulaire et humorale
contre le transgéne dépendent donc de la protéine thérapeutique et de sa présence dans la
cellule et sont généralement limitées. En effet, les AAV transduisent trés peu les APC, ils
sont par exemple capables de transduire les cellules dendritiques (CD) immatures mais pas
les CD matures (Choudhury et al., 2017). De plus, il est peu probable que les cellules
dendritiques immatures transduites par I'AAV soient présentent en grand nombre au niveau
du site d’injection du vecteur. Ainsi les lymphocytes T CD8+ ne sont pas ou trés peu activés
dans les ganglions lymphatiques n’entrainant pas de réponse cellulaire cytotoxiqgue majeure
contre les cellules exprimant le transgéne. En paralléle si la protéine thérapeutique est une
protéine sécrétée dans I'espace extracellulaire, elle pourra étre phagocytée par les APC
conduisant a l'activation des lymphocytes B et a la production d’anticorps neutralisants. En
revanche une protéine non secrétée ne devrait pas entrainer de réponse adaptative

humorale.

2.2.3.2. Réponse immunitaire adaptative contre la capside

L’inconvénient majeur des AAV est la présence d’'une séropositivité chez la plupart
des individus, impliquant une immunité humorale préexistante forte ainsi qu'une immunité
cellulaire (Figure 37) (Lykken et al., 2018). Cependant, en fonction du sérotype d’AAV la
prévalence d’'infection latente varie grandement: plus de 90% des adultes sont
naturellement séropositifs pour I'AAV2 alors que 14% le sont pour 'AAV9. L'immunité
préexistante se traduit par la production naturelle d'anticorps neutralisants ces AAV,
empéchant donc la transduction efficace des cellules lors d’'une TG (Figure 37A). Elle se
traduit aussi par la présence de lymphocytes T cytotoxiques contre ces AAV préexistants,
entrainant la destruction des cellules transduites (Figure 37B). Cette réponse cellulaire est
cependant minime en comparaison a la réponse humorale puisque les APC sont peu
transduites (Lykken et al., 2018). Une réponse immunitaire cellulaire contre une protéine de
la capside a cependant été observée au cours d'un essai clinique pour I'hémophilie B
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entrainant la destruction des hépatocytes transduits (Manno et al., 2006). Bien que rare,
cette réponse adaptative cellulaire (dépendante de la dose injectée) présente un risque pour
les patients puisqu’elle stimule la production de médiateurs inflammatoires et de molécules
cytotoxiques. Enfin, la réponse immunitaire contre la capside (qu’il y ait une immunité

préexistante ou non) prévient toute nouvelle administration d’AAVr de sérotype similaire.

Pour des TG du systeme nerveux, le risque de développer une réponse immunitaire
dépend grandement de la méthode d'injection. En effet, le CNS étant un environnement trés
protégé, des injections IP n’'induiront pas de réponse immunitaire. En revanche des réactions
immunitaires peuvent étre particulierement attendues a la suite d'injections IV mais
également avec des injections IT, le LCR étant riche en anticorps (Lykken et al., 2018). La
réponse contre le transgéne peut étre évaluée chez les mammiféres de grande taille mais la
réponse contre la capside est trés difficlement prévisible. Les modéles souris servent de

preuve de concept pour I'efficacité d’'une TG.

2.2.3.3.  Stratégies contre la mise en place d’'une réponse immunitaire

Dans le but de limiter la réponse immunitaire mise en place a la suite d'une
administration de vecteur, il est fortement conseillé de tester la séropositivité des patients
avant le traitement (Colella et al., 2018). En fonction de la stratégie thérapeutique et de la
dose de vecteur un traitement immunosuppressif peut étre envisagé, immédiatement a la
suite de l'injection ou plus tard, en cas de détection de réponse immunitaire. Cependant ces
approches immunosuppressives sont des traitements lourds pour les patients et peuvent
donc affecter la qualité de vie. Des approches permettant d'éviter le développement d’'une
réponse immunitaire sont donc idéales. Pour cela le choix de sérotype et la modification des
capsides des vecteurs pour masquer les antigénes de la capside (paragraphe 2.2.2.1.2) sont
particulierement pertinents. Une autre approche est I'utilisation de promoteur spécifique en
amont du gene thérapeutique ou encore l'utilisation de microARN tissu-spécifiques pour
éviter par exemple I'expression du transgene dans les cellules dendritiques (Majowicz et al.,
2013).

2.3. Production des AAV recombinants a grande échelle

L’'une des limitations a l'utilisation d’AAV comme vecteurs de thérapie génique est la

difficulté de production & grande échelle. Des traitements IV nécessitent de grandes
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Introduction

gquantités de vecteur avec des exigences poussées en termes d’hygiene et de sécurité. On
parle de GMP pour « good manufacturing practice » (bonnes pratiques de fabrication). A ce
jour, différentes techniques de production existent mais les améliorations sont constantes. Le
but de ces améliorations est de réduire le colt de fabrication, produire des AAVr
concentrées, purs et sdrs pour les patients et développer des procédures de production
reproductibles et adaptables & grande échelle. Quatre systémes majeurs de production
d’AAV recombinants ont été développés et utilisés pour des productions de grade clinique
(Tableau 6) (Penaud-Budloo et al., 2018). Chaque systéme associe des avantages et des
limitations avec la présence d'impuretés potentielles présentes dans la préparation d’AAVr
tel que des vecteurs non infectieux, des particules vides sans transgénes ou encore des
capsides dégradées. En moyenne dans un systéme efficace chaque cellule produira 1x10°vg

(vecteur génome).

2.3.1. Transfection de plasmides d’ADN dans des cellules mammiferes

Historiguement les AAVr étaient produits dans des cellules mammiféres a la suite
d’'une double transfection de plasmides avec un plasmide vecteur codant pour le transgéne
entouré des ITR de 'AAV2 et un plasmide avec les genes rep et cap du sérotype d’AAV
choisi, en paralléle d’'une infection par un virus helper (adénovirus). La production des AAVr
était efficace mais des particules adénovirales étaient produites en paralléle conduisant a
des préparations d’AAVr contaminées par des adénovirus (Grieger and Samulski, 2012). Afin
d’éviter cette contamination adénovirale, les génes helper de I'adénovirus, nécessaires a la
réplication et a I'encapsidation des vecteurs sont apportés spécifiquement (génes Ela, Elb,
E2a, E4orf6 et ARN VA). Ainsi, une tri-transfection de cellules de mammiféeres HEK293
exprimant de maniére endogéne les facteurs Ela et E1b avec un plasmide vecteur, un
plasmide avec les génes rep et cap du sérotype voulu et un plasmide helper (génes E2a,
E4orf6 et ARN VA) permet de produire efficacement des AAVr. Les génes rep, cap et helper
peuvent étre apportés dans les cellules avec un plasmide unique. La production de vecteurs
recombinants nécessite alors une double transfection avec le plasmide vecteur et le
plasmide helper (Tableau 6). Les AAVr sont récoltés 48 & 72h aprés transfection a partir du
culot de cellules et/ou du surnageant (dépendant du sérotype). La lyse des cellules est alors
une étape cruciale et influe sur les impuretés présentes dans la préparation. Cette technique
de production est efficace, mais nécessite plusieurs séries de transfection et purification afin
d‘obtenir les quantités nécessaires pour une utilisation en essai clinique. Ceci implique donc

une production longue et colteuse. Ainsi, pour des raisons économiques les cellules
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HEK293 peuvent étre transfectées et cultivées en suspension et non plus en systeme
adhérant (Penaud-Budloo et al., 2018).

2.3.2. Infection de cellules d'insectes avec un Baculovirus recombinant

Une alternative a [l'utilisation de cellules mammiféres est un systéeme basé sur
I'utilisation de Baculovirus et de cellules d’insectes. Ce systeme compatible GMP permet une
production d’ampleur suffisante pour une approche clinique. L'infection de cellules Sf9 en
suspension avec un Baculovirus recombinant avec le transgéne entouré des ITR (rBac-AAV)
et un Baculovirus pour la synthése des protéines Rep et Cap du sérotype choisi permet la
production de vecteurs (Tableau 6). Ce systéme de production présente de nombreux
avantages. En effet les cellules sont cultivées en absence de sérum. Lors de culture de
cellules de mammiféres, en présence de sérum, des contaminations animales peuvent étre
retrouvées dans la préparation d’AAV. De plus, les Baculovirus infectent les cellules
d’insectes mais ne sont pas capable de se répliquer dans les cellules mammiféres. Enfin, les
fonctions helper nécessaires aux AAV sont directement apportées par le Baculovirus.
Récemment des lignées cellulaires Sf9 exprimant de maniére stable les protéines Cap et
Rep de sérotypes spécifiques ont été établies. Ces lignées permettent une production
efficace d’AAVr suite a l'infection unique du rBac-AAV. Cette technique de production permet
un important rendement mais, des impuretés issus de Baculovirus peuvent étre présentent

dans la préparation (Penaud-Budloo et al., 2018).

2.3.3. Infection de cellules mammiferes avec un Herpesvirus recombinant

Cette méthode de production particulierement efficace pour la génération de grandes
quantités d’AAVr repose sur des co-infections de cellules mammiféres par des Herpesvirus
recombinants (rHSV). Les Herpesvirus étant naturellement des virus helper des AAV, la
production d’AAVr repose sur l'infection de cellules BHK ou HEK293 avec un rHSV avec le
transgéne entouré des ITR (rHSV-AAV) et un rHSV pour les génes rep et cap (rHSV-repcap)
(Tableau 6). Deux a trois jours apres l'infection les cellules et/ou le surnageant sont récoltés
et les AAVr purifiés afin de se débarrasser des impuretés cellulaires mais aussi des
contaminants HSV et de 'ADN non empaqueté (Penaud-Budloo et al., 2018).
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2.3.4. Lignées cellulaires mammiferes stables

Les vecteurs viraux peuvent étre produits a partir de lignées cellulaires mammiféres
stables HeLa ou A549 exprimant les genes rep et cap. L'infection de ces cellules avec un
adénovirus de type 5 (virus helper) entraine une forte expression des deux genes viraux.
Ainsi, les AAVr sont produits en infectant et transfectant les cellules avec 'Ad5 et un
plasmide vecteur ou en les infectant avec un virus hybride recombinant Ad/AAV. La
procédure de production a ensuite été optimisée avec l'utilisation d'une lignée cellulaire
stable en suspension et une absence d'utilisation de sérum. Cette technique est
particulierement efficace mais elle nécessite la génération de lignées cellulaires stables
spécifigues pour un sérotype précis et des contaminations adénovirales peuvent étre

présentes dans la préparation d’AAVr (Penaud-Budloo et al., 2018).

2.3.5. Extraction et purification des AAVr et impuretés retrouvées dans les
préparations

L’extraction des AAVr avec la lyse des cellules est une étape majeure au cours de la
production. Les AAV étant des particules tres résistantes, la lyse est réalisée avec des
approches mécaniques ou chimiques en utilisant des détergents. Les approches
mécaniques ont l'avantage de ne nécessiter aucun ajout de produit (donc pas de
contamination de la préparation). Des étapes de purification sont ensuite nécessaires afin de
se débarrasser des molécules d’ADN nu, des protéines résiduelles, des particules d’AAVr
défectives... Ces particules défectives (particules vides) peuvent représenter la majorité des
particules de la préparation lors de la récolte (tableau 6). La longueur et la séquence du
génome de I'AAVr, le sérotype, la méthode de production et de purification jouent sur la
guantité de particules vides. Pour des productions destinées a la recherche fondamentale,
les AAVr peuvent étre purifiés par ultracentrifugation par densité de gradient au chlorure de
césium (CsCl) ou a liodixanol. La purification avec du CsCl a l'avantage d'éliminer les
particules vides présentes mais une étape de dialyse est ensuite requise pour se
débarrasser du CsCI cytotoxique. La purification a l'iodixanol, non toxique, ne permet pas
d’enlever 'ensemble des particules vides (20% restantes) mais l'ultracentrifugation est douze
fois plus courte (2h contre 24h pour le CsCIl). Pour des productions a grande échelle, ces
purifications par ultracentrifugations ne sont pas réalisables mais une étape finale
d’ultracentrifugation au CsCl, aprés concentration, permet de se débarrasser des particules

vides. Enfin, la purification pour la production de pureté clinique a grande échelle est réalisée
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par chromatographie d'affinité et par colonne échangeuse d’ion. Différentes colonnes
d'immunoaffinités utilisant des anticorps spécifigues aux particules virales sont disponibles
dans le commerce. Cependant ces colonnes ne permettent pas de discriminer les particules
vides des patrticules pleines et des anticorps peuvent étre retrouvés dans la préparation des
AAVr. Les colonnes échangeuses d’ions, séparant les éléments selon leur charge de
surface, permettent d'éter les particules vides des particules pleines (points isoélectriques a
6,3 et 5,9 respectivement). Ces colonnes ont I'avantage de ne libérer aucune impureté
puisqu’elles sont basées sur 'utilisation de tampons avec des sels et des pH spécifiques.

En fonction de la méthode de production et de purification, différentes impuretés
pourront contaminer les préparations d’AAVr (acides nucléigues, protéines et autre). Ces
différentes contaminations possibles sont présentées dans le tableau 6 pour chaque
méthode de production. Des fragments d’ADN de la cellule productrice ne correspondant pas
au transgéne entouré des ITR peuvent étre internalisés dans les particules. De par un risque
génotoxique de ces ADN résiduels, une dose maximale d’ADN résiduel avec une taille
restreinte est autorisée dans les préparations de pureté clinique. De plus des séquences rep-
cap peuvent étre internalisées dans les capsides, produisant potentiellement des AAV
capables de réplication. Bien que les AAV soient non pathogénes, la présence de ces
séquences peut représenter un risque avec des coupures dans I’ADN par les protéines Rep
et une réponse immunitaire contre la capside du vecteur. Ainsi, moins d’'une copie dans
1x108vg avec une section de séquence rep et cap est autorisée dans une préparation. Pour
les méthodes de production utilisant des plasmides, des génes de résistances aux
antibiotiques (issus des plasmides) peuvent étre internalisés. Des protéines résiduelles
issues des lignées cellulaires, virus helper, du milieu de culture (contenant du sérum par
exemple) peuvent persister aprés les processus de purification. L'extraction a partir de
cellules ou surnageant des AAVr ainsi que le type de purification influent particuli€rement sur
la présence de ces protéines résiduelles dans les préparations. Ainsi, les stocks d’AAVr
contiennent de nombreuses contaminations qui sont a réduire au maximum pendant la
production et qui doivent étre quantifiée précisément. Une attention particuliére lors du
design du processus de fabrication et purification est donc préconisée. Jusqu’'a présent, sur
I'ensemble des essais cliniques en cours (paragraphe suivant) aucun élément néfaste lié a la
présence de contaminations dans la préparation des AAV n'a été recensé. Mais pour les
futurs essais nécessitant de trés hautes doses de vecteurs (traitement IV d'adultes par
exemple) ces contaminations seront a surveiller (Penaud-Budloo et al., 2018).

La méthode de préparation des AAVr peut également influencer le tropisme des
vecteurs. En effet, il a été décrit qu'a la suite d’'une injection IP, des AAV8 purifiés par
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Introduction

ultracentrifugation par gradient de CsCl présentent un fort tropisme glial. Dans les mémes
conditions d'injections, des AAVS8 purifiés par gradient iodixanol transduisent fortement les

neurones (Klein et al., 2008).

2.4. Essais cliniques pour des maladies neurodégénératives basés sur I'utilisation d’AAV

A ce jour, plus de 150 essais cliniques de TG ont été entrepris. Je me concentrerai
par la suite sur des exemples d’essais cliniques pour des maladies neurodégénératives par
remplacement de génes in vivo. Cependant d'importantes études précliniques et cliniques
sont en cours afin d'inhiber I'expression de géne déficients avec I'utilisation d’ARN inhibiteurs
(shRNA ou miRNA) ou d'oligonucléotides anti-sens modifiés chimiquement (ASOs), pour la
maladie de Huntington par exemple (Merienne and Déglon, 2015). En parallele des
approches d’édition de génome sont de plus en plus développées, tout particulierement
depuis lidentification du systéme CRISP-Cas9 (Yang et al., 2016). Ces approches
permettraient par exemple d’éliminer le géne mutant dans les maladies autosomiques
dominantes. Enfin des traitements de tumeurs neuronales avec des AAV sont
particulierement prometteurs (Choudhury et al., 2017).

Les approches de TG in vivo pour les maladies affectant le systéme nerveux
reposent principalement sur des administrations IP de vecteur. Les essais par
administrations IT et IV sont bien plus récents (Tableau 7, Figure 33) (Piguet et al., 2017).

La majorité des essais cliniques entrepris sont de phase I/ll. L’ensemble des informations

concernant les essais cliniques sont disponibles sur le site ClinicalTrials.gov. A partir de
2007, des essais cliniques de thérapie génique pour 'amaurose congénitale de Leber, une
rétinopathie congénitale, ont montré des résultats trés prometteurs pour la restauration de la
vision chez les patients (Pierce and Bennett, 2015). Cette TG repose sur l'utilisation d’'un
AAV2 apportant le gene muté dans la maladie (RPE65) par injection sous-rétinal.
Récemment, a la fin de 'année 2017, la FDA a autorisé, pour la premiere fois, la mise sur le

marché de cette thérapie génique appelée Luxturna (colt du médicament : 850000%).

2.4.1. TG par injections intraparenchymales d’AAV

Différents essais cliniques pour les maladies d’Alzheimer et de Parkinson, les deux
maladies neurodégénératives les plus répandues, sont actuellement en cours. Bien que
I'étiologie de ces maladies ne soit pas connue, leur prévalence rend le développement de

telles approches thérapeutiques essentiel. Pour la maladie d’Alzheimer, en 2004, un premier
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essai clinique de phase | basé sur l'injection d’AAV2-NGF dans le cerveau antérieur basal de
10 patients a été entrepris (Tableau 7) (Piguet et al., 2017). Le facteur trophique NGF (pour
neuronal growth factor) stimule les neurones cholinergiques localisés dans le cerveau
antérieur basal. Ces neurones dégénerent rapidement au cours de la maladie. Les résultats
encourageants de cette TG (sureté et tolérance chez les patients pendant au moins deux
ans, activité NGF persistante et ralentissement du déclin cognitif) a conduit au lancement
d’'un essai clinique de phase Il en 2009 avec 50 patients présentant un Alzheimer léger a
modéré (Tableau 7). Les résultats ne sont pas encore publiés. Pour la maladie de
Parkinson, depuis 2005, une dizaine d’essais cliniques basés sur I'utilisation d’AAV2 avec
différents transgénes ont été initiés (Hocquemiller et al., 2016).

Les autres maladies neurodégénératives pour lesquels des essais cliniques basés
sur une administration d’AAV en IP ont été approuvés sont des maladies monogéniques
lysosomales. Ces maladies métaboliques sévéres résultent de déficiences des fonctions
lysosomales conduisant a des accumulations progressives de matériel dans les cellules. La
majorité de ces maladies (70%) affectent le systéme nerveux avec une
neurodégénérescence et une neuroinflammation. Des approches de TG ex vivo avec la
transplantation de cellules hématopoiétiques corrigées pour I'adrénoleucodystrophie (ALD)
ou la leucodystrophie métachromatique (MLD) ont montré des résultats trés prometteurs
chez les patients (Cartier et al., 2009; Choudhury et al., 2017). Des essais cliniques in vivo
basés sur l'utilisation d’AAV ont été entrepris a la suite de résultats trés encourageants dans
les modeles animaux. Les enzymes du lysosome ont l'avantage d'étre sécrétés aprés
production (diffusion thérapeutique) et peuvent étre recaptés par d'autres cellules (cross-
correction) (Piguet et al., 2017). Cependant, la majorité des essais cliniques développés sont
peu efficaces et présentent des corrections faibles. De nouveaux essais avec des

améliorations de vecteurs et d'injections sont en cours (Choudhury et al., 2017).

Maladie de Canavan :

La maladie de Canavan est une leucodystrophie pédiatrique due a des mutations dans le
gene ASPA. Le déficit en enzyme aspartoacylase (codé par le géne ASPA) entraine une
accumulation de N-acetylaspartate dans le cerveau des patients, conduisant a une
neurodégénérescence. L'essai clinique de phase I/1l, débuté en 2001 est le premier essai de
TG basé sur l'utilisation d’AAV lancé (Tableau 7). Bien qu'aucune toxicité et effet indésirable
n'aient été observés sur du long terme, l'efficacité de cette TG avec un AAV2-ASPA est
limitée par une amélioration trés modeste des symptémes jusqu’'a 10 ans aprés traitement
(Leone et al., 2012).
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Maladie de Batten :
La maladie de Batten, résultant de mutations dans le géne CNL2, entraine des détériorations
neurologigues et mentales associées a des épisodes épileptiques et a une perte de la vision.
Un premier essai clinique de phase | avec un AAV2-CNL2, débuté en 2004 n’a pas permis
d’amélioration clinique générale. L'utilisation d’AAVrh10-CNL2 en préclinique (souris et
primates), entrainant de hauts niveaux d’expression et une large diffusion de la protéine a
initi€ un second essai clinique en 2010 (Tableau 7). Les résultats ne sont pas connus a

I'heure actuelle.

Mucopolysaccharidose type 1lIB (MPSIIIB) et type IIIA (MPSIIIA) :
La MPSIIIB, également appelée syndrome de Sanfilippo type B, entraine un déclin cognitif
sévere accompagné de comportements agressifs et méne a un décés prématuré. Ce
syndrome résulte de I'accumulation d’oligosaccharides héparine-sulfate due a la déficience
de l'a-N-acetylglucosaminidase codé par le géne NAGLU. L’administration IP d’AAV5-
NAGLU (essai clinigue de phase /Il débuté en 2005) entraine une amélioration de l'atteinte
cognitive mais avec une variabilité entre les patients (évaluation sur 24 mois) (Tableau 7).
Un essai clinique pour le syndrome Sanfilippo type A a été initié en 2013 suite a la preuve de
concept dans un modele murin. L’administration d’AAVrh10-SGSH (géne muté dans la
maladie) chez quatre patients n'a présenté aucun effet adverse mais seulement une
amélioration minime des symptémes et pas d’amélioration au niveau cognitif (Tableau 7).
Une évaluation a long terme est encore en cours ainsi que des améliorations de I'approche

de TG pour un nouvel essai clinique.

Leucodystrophie métachromatique (MLD) :
Des déficiences de la protéine arylsulfatase A (géne ARSA) chez les patients MLD entraine
'accumulation de sulfatides causant une démyélinisation du SNC et du SNP. En paralléle
d’approches ex vivo de TG, un essai clinique pour la forme sévére de la MLD (apparition des
symptdmes neurologiques avant deux ans) basé sur I'administration IP d’AAVrh10-ARSA est

en cours (Tableau 7).

2.4.2. TG par injection intrathécale ou intraveineuse d’AAV

L’amélioration des vecteurs a permis d’'imaginer des approches basées sur des
administrations autres qu’'intraparenchymales (IT ou IV) afin de transduire d’avantage de

régions du systeme nerveux.
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A ce jour, le seul essai clinique basé sur des injections intrathécales, initié en 2016,
utilise un scAAV9-CLN6 pour la maladie de Batten. Le recrutement de patients (douze au
total) est encore en cours et aucun résultat n'est disponible pour le moment.

Grace aux sérotypes d’AAV capable de passer la BHE des approches intraveineuses
sont envisageables. Ainsi, depuis 2014, trois essais cliniques pour des maladies
neurodégénératives avec des injections IV d’AAV ont débuté. Des résultats sans précédents
ont été obtenus pour 'amyotrophie spinale de type | (SMA, spinal muscular atrophy). La
SMA est une maladie neurodégénérative fatale des jeunes enfants qui apparait dés la
naissance ou au cours des premiers mois de vie pour la forme la plus sévére (type 1). Elle
résulte d’'une dégénérescence des motoneurones due a une mutation dans le géne SMN1
qui code pour la protéine SMN (survival motor neuron). Les enfants atteints de la forme
sévére de la maladie sont incapables de se tenir en position assise sans assistance, de se
retourner ou encore de maintenir leur téte. lls ne dépassent jamais un score de 40 pour la
mesure de I'évolution de la maladie (CHOP-INTEND) a 6 mois et a 13,6 mois en moyenne
les patients nécessitent une assistance respiratoire ou décéedent. Des résultats trés
encourageants ont été obtenus en préclinique dans un modéele murin avec une
administration dans le LCR d’scAAV9-SMN. Un essai clinique de phase | par injection
intraveineuse d’'scAAV9-1V sur 15 patients a été initi€é en 2014 avec deux groupes: 3
patients avec 6,7x10%vg/kg et 12 patients avec 2x10%*vg/kg (Tableau 7). Au premier point
d’étude, a 28,8 mois d'age, I'ensemble des patients étaient encore en vie et un seul patient
du premier groupe nécessitait une assistance respiratoire. Pour le deuxiéme groupe (dose
élevée), 11 bébés présentaient un score CHOP-INTEND supérieur a 40, huit d’entre eux se
tenaient en position assise sans assistance et deux étaient capables de marcher a quatre
pattes, se lever et marcher seuls. Ces améliorations majeures des fonctions motrices
démontrent l'efficacité de cette TG (Mendell et al., 2017). Depuis 2016, deux autres essais
cliniques de phase I/l par injections IV d'sc-AAV9 sont en cours pour les
mucopolysaccharidoses type IlIA et IlIB ave des transgénes SGSH et NAGLU
respectivement (Tableau 7). Pour MPSIIIA, le recrutement de patients est encore en cours
et suite aux injections (jour 1 au jour 60) les patients recoivent un traitement
immunosuppresseur (prednisolone). Les prochaines années permettront de déterminer
I'efficacité globale des approches in vivo de TG mais les premiers résultats obtenus
semblent trés prometteurs. Des études a long terme permettront également d’améliorer les

approches pour augmenter I'efficacité et réduire de potentiels effets secondaires néfastes.
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3. Thérapie génigue et ataxie de Friedreich

3.1. Faisabilité d'une TG pour 'ataxie de Friedreich ?

La thérapie génique est l'une des approches thérapeutiques particulierement

prometteuse pour l'ataxie de Friedreich. En effet le concept est simple et une approche par

remplacement de gene pour I'AF semble idéale et présente de nombreux avantages :

C’est une maladie autosomique récessive donc le géne FXN est connu et les
mutations caractérisées.

La mutation majeure (expansion GAA) conduit a une diminution de la transcription du
géne dans I'ensemble des tissus mais la protéine synthétisée est fonctionnelle. La
protéine synthétisée a partir du transgeéne devrait donc étre reconnue comme une
protéine du soi par I'organisme, diminuant donc les risques de réponse immunitaire.
Le géne FXN est de petite taille (ADN complémentaire : 1,7 kb) et donc compatible
avec l'utilisation d’AAV non intégratifs et capables de passer la BHE. L'utilisation d’'un
tel vecteur pourrait permettre de cibler les systémes nerveux périphériques et
centraux ainsi que les organes périphériques dont le cceur suite a une injection V.

La maladie progresse relativement lentement avec cependant des différences entre
les patients. Le traitement pourrait donc étre envisagé deés le diagnostic et ce, avant
des stades trop avancés de la maladie.

Des cohortes de patients (comme le registre EFACTS pour European Friedreich’s
Ataxia Consortium for Translational Studies) sont disponibles mentionnant le suivi

régulier des patients mais aussi I'histoire naturelle de leur maladie.

A ce jour, malgré d'intenses efforts, il manque cependant des biomarqueurs fiables de la

maladie (biomarqueurs biochimiques présents dans le sérum, I'urine ou le LCR des patients

et physique avec les nouvelles techniques d’'imagerie) qui serviraient de premiéres mesures

biologiques pour I'évaluation de I'approche thérapeutique.

3.2. Preuve de concept développée dans le laboratoire pour une thérapie génique

cardiaque.

Dans le laboratoire, des approches de TG avec des AAV recombinants ont été

développées sur des modeles murins conditionnels de la maladie, dans un premier temps

d'abord pour latteinte cardiaque de I'AF (Perdomini et al.,, 2014) puis pour [latteinte
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neurologique (partie de mon projet de thése et suite de ce manuscrit) (Piguet, de Montigny et
al., 2018).

3.2.1. Vecteur utilisé pour TG pour I'ataxie de Friedreich dans le laboratoire

Les vecteurs utilisés pour ces approches de TG sont des AAV9-FXN et AAVrh10-
FXN sb. Le transgene pour les deux vecteurs est composé de I’ADNc FXN humain fusionné
a la séquence du tag hémagglutinine (HA) (Figure 38A). Ce géne est sous le contréle d’'un
promoteur CAG, construit avec I'enhancer du cytomégalovirus (CMV) humain, du promoteur
B-actine du poulet et de I'intron 3-globine du lapin, qui permet une expression ubiquitaire et
forte du transgene (Figure 38A). Une séquence polyA se trouve a l'extrémité 3’ du
transgeéne. Les vecteurs, de grade préclinique, ont été produits par la plateforme Vector Core
de Nantes par tri-transfection de cellules HEK293 cultivées en systémes adhérant. Le

plasmide vecteur utilisé est présenté dans la Figure 38B.

3.2.2. Résultats obtenus pour la preuve de concept de la TG cardiaque dans le

laboratoire

Pour I'approche de TG pour l'atteinte cardiaque, le modéle conditionnel MCK, qui
reproduit la cardiomyopathie hypertrophique, a été utilisé (Puccio et al., 2001). Tout d’abord
I'injection IV d’AAVrh10-FXN a une dose de 5,4x10%vg/kg dans des animaux MCK
asymptomatiques de trois semaines prévient [l'apparition de la cardiomyopathie
mitochondriale présentée par les souris non traitées (au niveau physiologique, cellulaire et
moléculaire) (Perdomini et al., 2014). Les souris traitées restent indiscernables des souris
contrbles jusqu'a 35 semaines (age de sacrifice), alors que les souris MCK non traitées
meurent & 9 semaines environ. Dans un deuxiéme temps des souris MCK de 7 semaines
présentant une insuffisance cardiaque avancée ont été traitées avec la méme dose
d’AAVrh10-FXN en IV. Une semaine apres l'injection les souris traitées présentent une
amélioration des fonctions cardiaques qui corréle avec des niveaux élevés de frataxine dans
les mitochondries et une correction compléte a 12 semaines. Les fonctions moléculaires et
cellulaires se normalisent également progressivement. Cependant les souris corrigées pour
I'atteinte cardiaque développent une atrophie musculaire entrainant la mort prématurée de
certains animaux. Dans ce modele murin MCK, la frataxine est déplétée dans le muscle

cardiaque mais également dans le muscle squelettique.
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L'ensemble de ces résultats établit la preuve de concept d’'une TG cardiaque et sont

tres encourageants pour une approche de thérapie génique chez les patients présentant

une cardiomyopathie hypertrophique.
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1. Objectifs de mon projet de thése

A mon arrivée au laboratoire et depuis l'identification du géne codant la Frataxine en
1996 (Campuzano et al., 1996), l'utilisation de matériel biologique de patients et les
nombreux modéles d’études générés ont permis d’identifier un certain nombre d’éléments
physiopathologiques de la maladie (Introduction Chapitre 1 paragraphe 5). Cependant
plusieurs questionnements concernant la physiopathologie et plus particulierement la
neurophysiopathologie subsistent et sont sujets & débat dans le domaine de I'AF :

- La frataxine étant sous-exprimée dans I'ensemble des tissus, comment expliquer la
spécificité tissulaire et cellulaire de I'AF ? Les neurones peuvent-ils survivre en
absence de frataxine ? Pendant combien de temps ?

- La sensibilité au stress oxydant due au déficit en frataxine (décrit dans certains
modéeles) est-elle présente dans I'ensemble des cellules affectées ?

- Y a-t-il une dérégulation du métabolisme du fer et une accumulation de fer dans les
neurones atteints dans [I'AF (tel que les neurones proprioceptifs) ? Cette
accumulation de fer dans les mitochondries a-t-elle un effet toxique pour les
cellules ?

- De maniére plus générale la neurophysiopathologie est-elle la méme ? La déplétion
en frataxine entraine-elle un déficit des protéines a centres Fe-S puis un
dysfonctionnement mitochondrial et cellulaire ?

- Quelle est la neurophysiopathologie précise, en particulier dans les neurones
proprioceptifs du PNS ? Quelles voies moléculaires sont dérégulées a la suite de la
déplétion en frataxine dans les neurones proprioceptifs ? Quels sont les événements
primaires ? Secondaires ? Les mécanismes sont-ils les mémes dans les différents
types de neurones affectés dans I'AF ?

Certains éléments ont été partiellement étudiés dans le systéme nerveux (Puccio et al.,
2001). Cependant les mécanismes neuropathologiques moléculaires précis, mis en place en
réponse a I'absence de frataxine, ne sont pas connus d0 au manque de modéles d’études

robustes pour I'atteinte neurologique de I'AF.

En paralléle, quand j'ai commencé mon doctorat dans I'équipe du Dr Hélene Puccio, une
preuve de concept de thérapie génique cardiaque pour I'AF (en utilisant un AAVrh10-FXN-
HA) venait d’étre établie et publiée (Perdomini et al., 2014). Bien qu’étant une maladie multi-

systémique, I'AF affecte principalement le systéme nerveux avec de maniére primaire les
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neurones proprioceptifs des DRG et le noyau dentelé du cervelet. Il devenait logique de se
poser un ensemble de questions concernant une thérapie génique neuronale:

- Les neurones d'intéréts déplétés en frataxine, bien que déficients, sont-ils encore
présents dans les DRG ?

- Un apport en frataxine exogéne dans ces neurones déficients conduit-il & une
efficacité thérapeutique ?

0 Les symptdmes neurologiques peuvent-ils étre stabilisés voire corrigés ?

o0 Un traitement a des stades avancés de la maladie aura-il un effet ? Jusqu'a
quel stade peut-on envisager une approche efficace par TG ?

0 A quel point les neurones proprioceptifs et les neurones du cervelet sont-ils
plastiques ?

- Si efficacité curative il y a et au vu de la rapidité de correction dans le modéle
cardiaque en une semaine, au bout de combien de temps les neurones seront-ils
corrigés ?

- Quel est le sérotype d’AAV le plus adapté pour cibler les neurones des DRG et du
cervelet ? Quel mode d’injection permettra de cibler au mieux le SNP et le SNC ?

Il devenait donc essentiel de développer une approche de thérapie génique pour l'atteinte
neuronale de I'AF sur les mémes principes que la TG cardiaque. Afin d’évaluer l'efficacité
d'une TG neuronale, nous avions besoin d'un modele d’étude présentant une ataxie
spinocérébelleuse et sensitive, similaire a I'ataxie mixte décrite chez les patients, avec une
progression relativement rapide et des marqueurs physiologiques, cellulaires et moléculaires

guantifiables.

Malgré de nombreux modéles générés dans la communauté AF (Introduction Chapitre 1
paragraphe 5.2), aucun modéle n’était parfaitement adapté pour répondre a ces différentes
problématiques. Ainsi, dans le but de mieux comprendre la neurophysiopathologie de I'AF et
pour développer une approche de TG neuronale, il était nécessaire de générer un nouveau
modele murin pour I'atteinte neurologique de la maladie, plus particulierement pour l'ataxie
sensitive, en espérant également avoir des atteintes spinocérébelleuses secondaires, mais
aussi pour l'ataxie cérébelleuse avec I'atteinte primaire du noyau dentelé et potentiellement
des cellules de Purkinje. Une bonne partie des résultats de cette étude a été publiée en aolt
2018 dans le journal Molecular Therapy (Piguet, de Montigny et al., 2018). Ce travail a été
effectué en étroite collaboration avec F. Piguet post-doctorante. Une premiere partie de ce

chapitre sera donc constitué de la publication. Les résultats supplémentaires que j'ai obtenus
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pour la caractérisation du modele et I'étude de la neurophysiopathologie seront ensuite

présentés.

2. Manuscrit « Rapid and Complete Reversal of Sensory Ataxia by Gene Therapy in

a Novel Model of Friedreich Ataxia.

2.1. Résumé du manuscrit

Nous avons généré un nouveau modéle murin conditionnel présentant une déplétion
de la frataxine dans les cellules exprimant la parvalbumine (neurones proprioceptifs, cellules
de Purkinje, noyaux profonds du cervelet et interneurones du cortex cérébral). Les souris
mutantes, appelées Pvalb cKO, développent une ataxie sensitive progressive rapide des 3,5
semaines. A partir de 8 semaines, une ataxie cérébelleuse sévere s’additionne a l'atteinte
sensitive. Les phénotypes comportementaux sont associés a une perte de la sensibilité
profonde, sans atteinte de la motricité, mise en évidence par des tests physiologiques. Ces
résultats corrélent avec ceux obtenus au niveau histologique. En effet, par microscopie
électronigue nous avons pu observer des atteintes de certains neurones dans les DRG (les
neurones proprioceptifs vraisemblablement, des expériences supplémentaires pour valider
cela sont présentées a la suite du manuscrit, paragraphe 3) avec des mitochondries
affectées, des signes de mitophagie et des dégénérescences complétes de cellules a 7,5
semaines. Il est important de noter que jusqu’a 7,5 semaines aucune perte neuronale n’est
observée malgré la déplétion de la frataxine aux stades embryonnaires. Dés 3,5 semaines
une neuropathie sensitive sévére et progressive a également été mise en évidence et corréle
avec la perte de I'onde sensitive et la neurodégénérescence de certains neurones des DRG.
Nous avons ensuite démontré une déficience des protéines a centres Fe-S dans certains
neurones des DRG et dans les cellules de Purkinje ainsi qu’'une dérégulation du
métabolisme du fer dans ces derniéres cellules, sans accumulation de Fer. Dans un
deuxieme temps nous avons développé une approche de TG sur ce modéle Pvalb avec
d’'une part un traitement pré-symptomatique a 3,5 semaines avec une injection intraveineuse
(IV) d’'un AAV9-FXN et d'autre part un traitement post-symptomatique a 7,5 semaines avec
des injections IV d’AAV9-FXN et intracérébrale (IC) d’AAVrh10-FXN. Le traitement a 3,5
semaines prévient l'apparition de tout phénotype sensitif (tests comportementaux,
électrophysiologiques et absence de neuropathie). Cependant une ataxie cérébelleuse se
développe a partir de 8,5 semaines due a une transduction non suffisante du SNC. De

maniere tres intéressante avec le traitement post-symptomatique, une correction totale de
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Figure 40: Comparaison de transduction de I’AAV9 et de I'’AAVrh10 dans la substance
blanche cérébelleuse.

Images représentatives de la fluorescence GFP exprimée trois semaines aprés une injection
stéréotaxique intracérébrale dans la substance blanche cérébelleuse de souris WT de 7.5
semaines avec un AAV9-CAG-GFP ou un AAVrh10-CAG-GFP (dose de 1x10'lvg). Barre de taille,
100um.



Résultats

'ataxie sensitive en une semaine au niveau comportemental et en 2 semaines au hiveau
histologique est observée. L'ataxie cérébelleuse est, elle, partiellement corrigée, di a une
diffusion non homogene du vecteur AAVrh10-FXN injecté en intracérébral. Ces résultats
établissent la preuve de concept d’une approche de TG pour I'atteinte neuronale de I'AF. Un
résumé graphique des différents phénotypes identifiés dans le modele Pvalb cKO est
présenté dans la figure 39.

En ce qui me concerne, ma contribution dans la publication a été la suivante, jai
réalisé lI'ensemble des analyses moléculaires et histologiques pour I'expression de la
frataxine, I'analyse des Fe-S et du métabolisme du fer. Pour les sacrifices et prélevement
des tissus, j'ai effectué, aprés la mise au point des techniques de dissections des DRG,
I'ensemble des dissections nécessitant l'isolement de ces DRG (moléculaire, histologique et
microscopie électronique). F. Piguet et N. Vaucamps s'occupaient quant a elles, des
dissections des souris destinées aux analyses histologiques. Nous avons également travaillé
en trindbme pour I'analyse du comportement des souris avec une répartition des taches (F.P :
tests des barres, N.V : analyse de la marche, C.dM et N.V : rotarod, openfield et pesée). F.
Piguet a effectuée I'ensemble des injections pour I'approche de TG, les analyses
électrophysiologiques (EMG) et les analyses histologiques pour les comptages des neurones
des DRG et du cervelet.

2.2. Eléments établis préalablement et non publiés pour I'approche de TG

Pour I'approche de thérapie génigue neuronale, certains éléments concernant le choix du
sérotype d’AAV et les voies d’injections avaient été préalablement établis. Avant mon arrivée
au laboratoire, des AAV9-GFP et AAVrh10-GFP (dose de 5x10%3 vg/kg) avaient été injectés
par voie intraveineuse dans des souris sauvages de 7 semaines afin d’évaluer I'efficacité de
transduction de ces vecteurs dans le systeme nerveux (analyses effectuées par M.
Perdomini et B. Belbellaa). L'analyse de I'expression de la GFP au niveau des DRG a mis en
évidence une meilleure transduction des neurones sur les différentes sections (cervicales,
thoraciques et lombaires) avec 'AAV9-GFP qu’avec 'AAVrh10-GFP (Perdomini et al., 2014).
La trés faible détection de fluorescence au niveau du SNC s’explique par la faible diffusion
du vecteur dans le SNC due a la barriere hémato-encéphalique (BHE). Afin de cibler le SNC,
nous avons effectué des tests d'injections stéréotaxiques intracérébrales d’AAV9-CAG-GFP
et d’AAVrh10-CAG-GFP chez des souris sauvages de 7.5 semaines (dose de 1x10%lvg). A
I'inverse des DRG, nous avons obtenu une meilleure transduction neuronale avec 'AAVrh10

suite a une injection dans la substance blanche cérébelleuse (Figure 40). C’est pourquoi
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Figure 41 : Figure vulgarisée d’illustration de la publication.

Due a une mutation du gene Fxn, I'absence de frataxine dans certains neurones de souris mutantes

entraine des atteintes comportementales, physiologiques, cellulaires et moléculaires. Par exemple, dans

les nerfs sciatiques, les axones des gros neurones sensitifs dégénérent avec la gaine de myéline affectée

et la présence de vacuoles d’autophagie (images de microscopie électronique). Le traitement par thérapie

génique de ces souris malades, consistant a apporter une version non muté du géne Fxn en utilisant des

vecteurs viraux, permet d'exprimer la frataxine et de corriger les défauts comportementaux,

physiologiques, cellulaires et moléculaires.



Résultats

dans notre approche de thérapie génique post-symptomatique (manuscrit ci-dessous) nous

avons traité les souris avec une combinaison d’AAV9-FXN en IV et d’AAVrh10-FXN en IC.

2.3. Article

Rapid and Complete Reversal of Sensory Ataxia by Gene Therapy in a Novel Model of

Friedreich Ataxia

Francoise Piguet*, Charline de Montigny*, Nadége Vaucamps, Laurence Reutenauer,
Aurélie Eisenmann, and Héléne Puccio.
Molecular Therapy Vol.26 No8 August 2018

* . co-premier auteurs.

La figure 41 correspond a lillustration grand public du manuscrit que j'ai réalisée pour les

différents communiqués de presse.
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Friedreich ataxia (FA) is a rare mitochondrial disease charac-
terized by sensory and spinocerebellar ataxia, hypertrophic
cardiomyopathy, and diabetes, for which there is no treat-
ment. FA is caused by reduced levels of frataxin (FXN), an
essential mitochondrial protein involved in the biosynthesis
of iron-sulfur (Fe-S) clusters. Despite significant progress in
recent years, to date, there are no good models to explore
and test therapeutic approaches to stop or reverse the
ganglionopathy and the sensory neuropathy associated to
frataxin deficiency. Here, we report a new conditional mouse
model with complete frataxin deletion in parvalbumin-
positive cells that recapitulate the sensory ataxia and neuro-
pathy associated to FA, albeit with a more rapid and
severe course. Interestingly, although fully dysfunctional, pro-
prioceptive neurons can survive for many weeks without fra-
taxin. Furthermore, we demonstrate that post-symptomatic
delivery of frataxin-expressing AAV allows for rapid and
complete rescue of the sensory neuropathy associated with
frataxin deficiency, thus establishing the pre-clinical proof
of concept for the potential of gene therapy in treating FA
neuropathy.

INTRODUCTION

Friedreich ataxia (FA), the most prevalent cause of recessive
hereditary ataxia, is an early-onset neurodegenerative disease
characterized by progressive spinocerebellar ataxia, severe proprio-
ceptive sensory loss, cardiomyopathy, and increase in incidence of
diabetes mellitus."” Both the CNS and the peripheral nervous
system (PNS) are primarily affected. Proprioceptive sensory loss
in the PNS is an early feature of the disease, while the cerebellar
and spinocerebellar involvement contribute to the progression of
the disease.” The neurological symptoms are a consequence of
degeneration of the large sensory neurons of the dorsal root ganglia
(DRGs) and their axons, of the spinocerebellar tracts,” * as well as
lesions in the dentate nuclei of the cerebellum and Purkinje cells.””
In addition, more recent studies provide evidence of cerebral
involvement.® FA is associated with a shortened lifespan, with
cardiac dysfunction the main cause of mortality.” The disease is
caused by a (GAA), expansion within the first intron of the frataxin

gene (FXN).® The mutation results in heterochromatin formation’
leading to reduced expression of frataxin (FXN), a highly conserved
mitochondrial protein, involved in iron-sulfur biogenesis.'™'' To
date, there is no efficient treatment for FA.

Replenishment of frataxin either through epigenetic drugs, protein
replacement, or gene therapy would be the optimal therapy for FA.
Previously, we established a proof of concept for a gene therapy
approach using adeno-associated virus (AAV)-expressing frataxin
(AAV-FXN) to prevent and rapidly reverse the cardiomyopathy
associated with FA."” Our study clearly demonstrated that dysfunc-
tioning frataxin-deficient cardiomyocytes were still viable after the
onset of heart failure and that their phenotype could be reversed.
However, one critical question in the field is whether the ganglion-
opathy and sensory peripheral neuropathy reflect irreversible cell
death or whether it is a consequence of neuronal dysfunction
that could potentially be reversible. To address this question and
with the aim of developing a gene therapy approach to tackle the
neuropathology associated with FA, we developed a new neuronal
conditional model of the disease. Although several mouse models
of FA have already been generated, none are suited for testing
gene therapy approaches for the primary sensory ataxia associated
with FA. Indeed, while the GAA expansion-based models (KIKO,
YG8, and YG22 models) are good models to assess the epigenetics
consequence of the GAA expansion and early pathophysiological
consequences of frataxin deficiency, they failed to display a robust
behavioral phenotype."”'® Other models have been generated
based on the Cre-Lox technology to knockout frataxin in
specific neuronal cells; however, these models are too severe
and non-specific, such as the neuronal-specific enolase (NSE)
model,'” or develop a later onset pathology and have simulta-
neously DRG and cerebellar ataxia with severe granule cell
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Figure 1. Impaired Behavior and Specific Loss of Sensory Wave in Pvalb cKO Mice Associated with Large Frataxin Depletion in DRG and Cerebellum

(A) Notched-bar test analysis, number of footfalls is represented; n = 10 WT and n = 11 Pvalb cKO. (B) Hanging-wire test analysis, time needed to attach hindlimbs to the
string is represented; n = 10 WT and n = 11 Pvalb cKO. (C) Ataxia coefficient, measurement of absolute paw angle and paw angle variability after 5 s of walk on the
DigitGait apparatus at 13.5 weeks of age; n = 6 WT and n = 5 Pvalb cKO. (D) Amplitudes of somatosensory wave (H-wave) were recorded after plantar sciatic nerve
stimulation; n =6 WT and n = 7 Pvalb cKO. (E and F) Mouse Frataxin expression levels evaluated by ELISA on cervical, thoracic, and lumbar DRG (E) and on cerebellum (F),
in WT and Pvalb cKO mice at 7.5 weeks of age. n = 4. Data are represented as mean + SEM. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; ***p < 0.0001.

degeneration.”® We thus generated a new conditional model using
the Pvalb™! (€94"] mouse line”! to more specifically target the
proprioceptive neurons. The Pvalb™!(C4"] knockin allele
has the endogenous parvalbumin promoter and enhancer
elements directing Cre recombinase expression in cells expressing
parvalbumin, such as proprioceptive afferent sensory neurons in
the DRG, cerebellar Purkinje cell, and deep nuclei, as well as
interneurons in the brain.*'

The newly generated Pvalb-Cre conditional knockout (cKO) model
recapitulated features of FA neuropathophysiology, in particular a
ganglionopathy with sensory axonopathy, albeit with a more rapid
and severe course of the disease. In addition, a cerebellar ataxia
and cerebral involvement occur, but after the onset of the PNS
pathology. Intravenous delivery of AAV-FXN fully prevented the
onset of peripheral sensory neuropathy. Moreover, combined intra-
venous and intracerebral delivery AAV-FXN, after the onset of
behavioral impairment, was able to reverse the phenotype of these
mice at the behavioral, physiological, and cellular levels within a
few days. Our results strongly demonstrate that frataxin-deficient
proprioceptive neurons with severe phenotype survive for several
weeks and can be rapidly and completely rescued by gene therapy
in the mouse model. Thus, this study establishes the pre-clinical
proof of concept for the potential of gene therapy in treating FA
sensory neuropathy.

2 Molecular Therapy Vol. 26 No 8 August 2018

RESULTS

Pvalb cKO Mimics Neuropathophysiology Occurring in FA
Patients

To induce frataxin deletion in parvalbumin-positive neurons
(including the proprioceptive neurons of DRG, cerebellar deep nuclei,
and Purkinje cells), we bred mice homozygous for the conditional fra-
taxin allele (Exn™>'"%)
carrying the Pvalb-Cre transgene (Fxn
Animals were born according to Mendelian ratio indicating no sub-
stantial embryonic lethality and displayed a normal growth until
21.5 weeks (Figure S1A). Loss of coordination in Pvalb cKO mice
was evaluated weekly from 5.5 weeks until 13.5 weeks. Pvalb cKO
mice developed a rapidly progressive movement disorder character-
ized by gait abnormality as early as 6.5 weeks of age on the
notched-bar test (Figure 1A) and general coordination defects
measured at 8.5 weeks of age on the wire-hanging test (Figure 1B)
and on the rotarod (Figure S1B). The loss of coordination progressed
over time, and Pvalb ¢cKO mice showed a complete incapacity at the
notched bar by 13.5 weeks of age (Figure 1A). Open field analysis did
not reveal any change in general locomotor activity (Figures S1C and
S1D). Digit gait analysis performed on a sub-cohort of mice at
13.5 weeks of age confirmed the ataxic gait in Pvalb cKO animals,
with a significant increase in the ataxic coefficient, a decrease in
absolute hindpaw angle, and an increase in paw angle variability
(Figure 1C). On electromyographic measurements, motor-evoked

with mice heterozygous for the frataxin allele
+/L7; Pvalbtml(Cre)Arbr/])‘
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potential measurements in plantar muscle were normal (Figure S1E).
In contrast, after somatosensory stimulation of the sciatic nerve, the
H-wave response (sensorimotor reflex) was significantly affected
at 8.5 weeks of age with a complete loss (p < 0.0001) (Figure 1D;
Table S1), indicating that the large myelinated proprioceptive sensory
neurons or their afferents are functionally defective. As a general
observation, Pvalb cKO mice develop tremors after 8.5 weeks of
age, worsening over time, and died prematurely around 21 weeks of
age due to epileptic seizures. The expression of the Cre recombinase
in the Purkinje cells at p40, as well as more widely throughout the
cortex at 21.5 weeks, most likely contributes to the phenotype of
the mice, in particular the tremors and the epileptic seizures (Fig-
ure S2; see Supplemental Results).

In agreement with the expression pattern of the Pvalb-Cre transgene,
frataxin depletion was observed in the DRG, brain, cerebellum, and
spinal cord by western blot (Figures SIF and S1G). By ELISA assay,
a very strong reduction of frataxin (72%-83% reduction) was
seen in the DRG of the Pvalb cKO compared to control (Figure 1E;
Table S2), despite the fact that the proprioceptive neurons (i.e., the
ones expressing the Cre recombinase) represent only 7.5% of the total
cells of the DRG.*>** Considering that the Pvalb cKO are constitutive
heterozygotes for the frataxin locus (Fxn'*'" "), this demonstrates that
proprioceptive neurons express 44%-66% of the total frataxin of the
DRG (Table S3; Supplemental Results). Interestingly, lumbar DRG
express twice as much frataxin than the cervical DRG (Figure 1E),
while no clear differences was observed in different sections of the
spinal cord (Figure S1G). Similarly, in the cerebellum, the Purkinje
cell and the deep gray nuclei express 67% of the total frataxin expres-
sion of the cerebellum (Figure 1F; Table S3).

To determine the pathological changes associated with frataxin
deficiency, histological analysis was performed on both DRG and
cerebellum. The main pathological feature in the DRG was the pres-
ence of vacuoles in ~1.5% of neurons at 7.5 weeks in Pvalb cKO
(p = 0.0429) (Figure 2A). No neuronal loss in the DRG was observed
at 7.5 weeks of age (Figure 2B), demonstrating that the loss of somato-
sensory response is not a consequence of neuronal loss. At 10.5 weeks
of age, although not statistically significant, a trend of 10%-15%
neuronal loss in the lumbar level was observed, a tendency not further
exacerbated with time (Figure 2B). Neurofilament 200 staining, a
marker of proprioceptive and mechanoreceptive neurons, shows a
reduction of ~30% of large myelinated neurons at 21.5 weeks in Pvalb
cKO (Figures S3A and S3B). No neuronal loss in the cervical or
thoracic DRG was observed at any time despite frataxin deletion
demonstrating some specificity toward lumbar DRG (Figure S3C).
In the cerebellum, abnormal localization and loss of Purkinje cells
was also observed starting at 10.5 weeks of age (Figures 2C and 2D).

To further determine the pathological changes associated with the
specific loss of sensory wave, ultrastructural analysis was performed
on both DRG and the sciatic nerve, a mixed sensory and motor nerve.
Ultrastructural analysis of DRG neurons presenting vacuoles at
7.5 weeks of age (Figure 2A, arrows) revealed signs of mitochondrial

and cell degeneration. Typical features of different stages of mitoph-
agy were observed: mitochondria starting to degenerate (Figure 2E,
arrows 1), large vacuoles with membrane invagination and cyto-
plasmic material inside (Figure 2E, arrows 2), complete degeneration
of the cell with endoplasmic reticulum (ER) dilation (Figure 2E,
arrows 3). At 3.5 weeks of age, sciatic nerves of Pvalb cKO already
displayed signs of neuropathy with degeneration affecting small
caliber myelinated fibers and inner swelling tongue (Figure 2F).
Such abnormalities became more frequent and severe with age. At
5.5 weeks, degenerating mitochondria were noted (Figure 2F), while
by 17.5 weeks of age, clear signs of axonal loss as well as axonal
shrinkage were observed, with the frequent presence of myelin debris
(Figure 2F). In agreement with the lack of pathology in the thoracic
and cervical DRG, analysis of radial and median nerve at 18.5 weeks
did not show any abnormalities (Figure S3D).

The molecular events following frataxin depletion are iron-sulfur
(Fe-S) cluster protein deficits and cellular iron dysregulation.lg‘24
We initially measured SDH activity on lumbar DRG and cerebellum
protein lysates by spectrophotometry; however, no difference be-
tween wild-type (WT) and Pvalb KO was observed (Figures S4A
and S4B). Similarly, western blot analysis of the lipoic acid bound
to pyruvate dehydrogenase (PDH) and a-ketoglutarate dehydroge-
nase (KGDH) complexes did not reveal any differences, suggesting
that the Fe,S4-dependent lipoic acid synthase was not affected (Fig-
ures S4C and S4D). However, we hypothesized that the absence of
detectable Fe-S cluster protein deficit in whole lysate of DRG and cer-
ebellum might be a consequence of signal dilution, as proprioceptive
neurons represent only 7.5% of the total cells of the DRG and Purkinje
cell represents a minority of cerebellar cells (1 Purkinje cell for 778
granule neurons>”). SDH activity was determined by histoenzymatic
staining on cryostat sections of lumbar DRG and cerebellum (Figures
3A-3C). In lumbar DRG sections of Pvalb cKO animals, large SDH-
negative neurons were observed at 8.5 weeks of age (Figure 3A,
zoom). Quantification of SDH staining in DRG demonstrated a sig-
nificant increase in the number of negative SDH neurons in Pvalb
cKO animals compared to WT as early as 5.5 weeks of age (Figures
1B and S4E). Similarly, in the cerebellum, faint SDH staining was
observed in Pvalb cKO Purkinje cells compared to control animals
at 13.5 weeks of age (Figure 3C). At 18.5 weeks, Purkinje cells of Pvalb
cKO animals were either SDH negative or were absent (Figure 3C), in
coherence with the partial loss of Purkinje cells. We aimed at demon-
strating that the SDH-negative neurons were frataxin deficient; how-
ever, due to the low levels of frataxin in DRG and cerebellum
(i.e., ~30 ng FXN per mg of protein compared to ~150 ng FXN
per mg of protein in the heart), we could not detect frataxin by
immunohistochemistry with the available anti-frataxin antibodies.
In non-neuronal FA mouse models, Fe-S cluster deficiency leads
to IRP1 activation as a translational regulator leading to iron
metabolism dysregulation.'”*
mulation observed in cardiomyocytes deficient for frataxin (MCK
mutants; Figure S4F),' cerebellar Purkinje cells were negative for
Perl’s-enhanced iron staining at 13.5 weeks of age in Pvalb cKO (Fig-
ure S4G). However, upregulation of Transferrin receptor 1 (TfR1)

In contrast with the clear iron accu-
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Figure 2. Neurodegeneration and Neuropathy in Pvalb cKO Mice

(A) Semithin sections of lumbar DRG at 7.5 weeks with arrows indicating vacuoles. n = 7,000 neurons scored. Scale bars, 100 um. (B) Mean number of neurons per DRG
normalized by DRG area in the lumbar section of the spinal cord. n = 3 or 4 mice and between 6,000 and 10,000 neurons scored per group and per age. (C) Calbindin staining
on cerebellar section of control and Pvalb cKO mice at 21.5 weeks. Scale bars, 100 um. (D) Purkinje cell loss in Pvalb cKO mice at 10.5 and 21.5 weeks assessed by scoring
of Calbindin-positive cells. n = 4 mice and between 1,800 and 2,500 neurons scored per group and per age. (E) Ultrathin sections of lumbar DRG of WT and Pvalb cKO at
7.5 weeks with sign of cell death progression in large neurons with empty giant mitochondria (arrows 1), vacuoles (arrows 2) and with membrane invagination ending in a
complete cell degeneration with dilated endoplasmic reticulum and larges vacuoles (arrows 3). M, mitochondria; Ly, lysosome; RER, rough endoplasmic reticulum. Scale
bars, indicated sizes. (F) Ultrathin sections of sciatic nerves of WT and Pvalb cKO at 3.5, 5.5, and 17.5 weeks. ist, inner swelling tongue; £, fibrosis; m, abnormal mitochondria;
$, degeneration. Scale bars, 2 um. Data are represented as mean + SEM. *p < 0.05.
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Figure 3. Fe-S Cluster Protein Deficit and Cellular Iron Metabolism Dysregulation in Some Neurons of Pvalb cKO Mice

(A) Representative SDH histoenzymatic activity staining in lumbar DRGs at 8.5 weeks of age WT and Pvalb cKO mice. Scale bars, 100 pm. (B) Scoring SDH staining intensity
in lumbar DRG neurons at 5.5 weeks of age; n = 8,732 neurons counted from three WT animals and n = 11,019 neurons counted from four Pvalb cKO animals. *p < 0.05.
(C) Representative SDH histoenzymatic activity staining in cerebellum at 13.5 and 18.5 weeks of age WT and Pvalb cKO mice with magnifications on Purkinje cells. Scale
bars, 100 um. (D) Representative images of TfR1 immunofluorescence (green) in cerebellum of WT and Pvalb cKO animals at 13.5 weeks of age. Scale bars, 100 um.
(E) Representative images of TfR1 (red) and GFAP (green) co-immunofluorescence in cerebellum of WT and Pvalb cKO animals at 18.5 weeks of age. Scale bars, 100 pm.

levels was detected in Purkinje cells in Pvalb ¢cKO both at 13.5 and
18.5 weeks of age (Figures 3D and 3E), which could be a direct conse-
quence of IRP1 activation in its iron response element (IRE) regula-
tory form.”® Interestingly, the astrocyte marker GFAP signal was
increased not only in the granular layer, but more particularly in
the Purkinje cells and molecular layer in Pvalb cKO compare to
controls (Figure 3E). The increase in GFAP is most likely a direct
reflection of active astrogliosis coupled to Purkinje cell death.”” All
together, these results demonstrate that frataxin deficiency in neurons

leads to an Fe-S cluster protein deficit and cellular iron dysregulation
leading to cellular dysfunction and death.

Prevention of Progressive Loss of Sensory Defects after
Treatment of Early-Symptomatic Pvalb cKO Mice

To investigate the potential of gene therapy for the treatment of the FA
sensory ataxia and neuropathy, a single intravenous injection of AAV9-
CAG-FXN-HA at a dose of 5 x 10" vector genomes (vg)/kg was
performed in 3.5-week-old early-symptomatic Pvalb c¢KO mice.
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Figure 4. Evaluation of Early Symptomatic Treatment in Pvalb cKO Animals
(A) Notched-bar test analysis, number of footfalls is represented; n = 11 WT, n = 9 Pvalb cKO, and n = 9 Pvalb cKOAAV. (B) Hanging-wire test analysis, time needed to attach
hindlimbs to the string is represented; n = 11 WT, n = 9 Pvalb cKO, and n = 9 Pvalb cKOAAV. (C) Amplitude of sensory wave (H-wave) was recorded after plantar sciatic nerve
stimulation. n =11 WT, n =9 Pvalb cKO, and n = 9 Pvalb cKOAAV. (D) Mean number of neuron per DRG of WT and Pvalb (untreated and treated) was evaluated at the lumbar
level of the spinal cord. n = 3 mice per group with n = 9,314 WT, n = 7,666 Pvalb cKO, and n = 7,610 Pvalb cKOAAV neurons scored. (E) Ultrathin sections of sciatic nerves
of Pvalb treated at 17.5 weeks. ist, inner swelling tongue; £, fibrosis; *, myelin debris; $, degeneration. Scale bars, indicated sizes. Data are represented as mean + SEM.
*p < 0.05; *p < 0.01; **p < 0.001; ***p < 0.0001. Black stars correspond to p value versus WT and gray stars versus untreated Pvalb cKO.

A significant coordination improvement in treated compared to un-
treated Pvalb cKO mice was observed in all tests performed (Figures
4A, 4B, and S5A). While, 1 week after treatment, a significant improve-
ment of coordination on the notched-bar test was observed, the treated
mice’s performance progressively worsened starting at 8.5 weeks of age,
although never to the level of untreated animals (Figure 4A). In
contrast, treated Pvalb cKO mice remained undistinguishable from
WT controls until euthanasia on the wire-hanging test (Figure 4B),
showing a clear benefit on the peripheral sensory neuropathy. Consis-
tent with the behavioral analysis, the defect in the sensorimotor reflex
after sciatic nerve stimulation was completely prevented in treated
Pyalb ¢cKO mice (Figure 4C; Table S4).

Due to significant tremors, animals were sacrificed at 17.5 weeks of
age. Biodistribution study of the AAV9-CAG-human frataxin
(hFXN)-HA vector revealed a high transduction of the liver, a mod-
erate transduction of the heart and brain, a milder transduction of the
DRG, and a poor transduction of the spinal cord and cerebellum (Fig-
ure S5B). The transgenic human frataxin expression was 22 times the
endogenous level in WT animals in the DRG (thoracic portion)
(697 ng hFXN/mg protein) (Figure S5C). Western blot analysis
showed that the majority of the transgenic human frataxin is matured
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and the absence of precursor accumulation (Figure S5D), as previ-
ously published.'” Histologically, the trend in neuronal loss previ-
ously observed in Pvalb cKO in lumbar DRG was absent in the treated
animal (Figure 4D). Furthermore, ultrastructural analysis of sciatic
nerve showed no signs of degeneration, axonal loss, autophagy, or
abnormal mitochondria in treated Pvalb cKO mice (Figure 4E), in
agreement with the presence of normal somatosensory response.

AAV-hFXN Delivery Rapidly Rescues Sensory Ataxia in Late
Symptomatic Pvalb Mice

While preventing the sensory ataxia is an important step, it is crucial
to determine the therapeutic potential after the onset of the symp-
toms. Intravenous administration of AAV9-CAG-FXN-HA at a
dose of 5 x 10" vg/kg simultaneously with intracerebral deliveries
of AAVrh.10-CAG-FXN-HA (1 x 10" vg/deposit) in the striatum
and the cerebellar white matter to target the CNS was performed
post-symptomatically at 7.5 weeks of age. A complete correction of
the peripheral fine coordination measured by the wire-hanging test
was observed 1 week after treatment, which sustains overtime up to
euthanasia (Figure 5A). On the notched-bar test, treated Pvalb cKO
mice show a clear stabilization of the phenotype until 9.5 weeks of
age then developed a progressive worsening of the phenotype
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Figure 5. Rapid Correction of Neurological Phenotype after Post-symptomatic Treatment of Pvalb cKO Animals

(A) Hanging-wire test analysis, time needed to attach hindlimbs to the string is represented; n = 26 WT, n = 29 Pvalb cKO, and n = 32 Pvalb cKOAAV. (B) Notched-bar test
analysis, number of footfalls is represented; n = 26 WT, n = 29 Pvalb cKO, and n = 32 Pvalb cKOAAV. (C) Ataxia coefficient, paw angle variability, paw placement, and midline
distance measured after 2.5 s of walk on the DigitGait apparatus at 17.5 weeks of age; n = 8 WT, n = 6 Pvalb cKO, and n = 8 Pvalb cKOAAV. (D) Amplitude of sensory wave
(H-wave) was recorded after plantar sciatic nerve stimulation; n = 26 WT, n = 29 Pvalb cKO, and n = 32 Pvalb cKOAAV. Data are represented as mean + SEM. *p < 0.05;
**p < 0.01; **p < 0.001; ***p < 0.0001. Black stars correspond to p value versus WT and gray stars versus untreated Pvalb cKO.

(Figure 5B), as it was also observed on the rotarod (Figure S6A). Eval-
uation of the gait at 17.5 weeks of age by DigitGait analysis showed a
complete correction of several parameters in the treated Pvalb cKO
animals, including the ataxic coefficient, the paw angle variability,
the paw placement, and the midline distance (Figure 5C). Concomi-
tantly with the improvement of coordination and the ataxic pheno-
type, Pvalb cKO mice displayed a complete reversion of sensorimotor
reflexes (Figure 5D; Table S5), with H-wave amplitudes within the
normal range. Due to significant tremors, to avoid losing the animals
of epileptic seizures and for ethical reasons, most animals were sacri-
ficed at 18.5 weeks of age for histological and molecular analyses, with
a few animals kept until 22.5 weeks for ultrastructural analysis.

Biodistribution study of the AAV-CAG-hFXN-HA vectors (both
AAV9 and AAVrh10) reveals a high transduction of brain (cortex,
cerebellum), a moderate transduction of brainstem in accordance
with the intraparenchymal delivery of AAVrh.10, a milder transduc-
tion of the DRG, and quite poor transduction of the spinal cord (Fig-
ure S6B). Compared to what has been shown in pre-symptomatic
treatment, DRG transduction is milder, in accordance with tropism
and different transduction, depending on the age of delivery.*®
In agreement with the biodistribution of the vector, a widespread
expression of hFXN-HA in the brain surrounding the injection site,
especially in Purkinje cells and in striatum as well as in DRG neurons,

was observed in the treated animals (Figures 6A-6D and S6C).
Transgenic hFXN concentration was quantified by ELISA at
39.9 ng hFXN/mg protein in the DRG, corresponding to ~1.5 times
the endogenous level, and at 176.3 ng hFXN/mg protein in the cere-
bellum, corresponding to 6 times the endogenous level (Figure S6D).

At 8.5 weeks of age, 1 week after treatment, the number of SDH-
negative neurons in the DRG of treated Pvalb cKO animals did not
differ from that of untreated animals (Figure 6E), despite the clear
functional rescue at the physiological level. However, the trend in
neuronal loss previously observed in lumbar DRG was absent in
the treated animal, suggesting a protection against neuron loss at
18.5 weeks (Figure 6F). Moreover, ultrastructural analysis of the
sciatic nerve of treated Pvalb mice at 22.5 weeks of age revealed a com-
plete normal morphology with the absence of degeneration, axonal
loss, autophagy, and abnormal mitochondria (Figure 6G), suggesting
a complete regeneration of the sensory axonopathy. Interestingly,
1 week post-treatment, a clear process of regeneration (clearance of
myelin debris, axon regrowth, and remyelination) was observed in
treated animals (Figure S7A) with the nerve structure almost
completely normal 2 weeks post-treatment (Figure S7B). All together,
these results demonstrate a rapid and complete correction of the sen-
sory neuropathy associated with frataxin deficiency by intravenous
treatment using AAV9.
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At 18.5 weeks, a significant prevention of Purkinje cell loss in the
cerebellum occurred in treated animals (Figure 6H), although this
was lobule dependent (Figure S6E), probably reflecting the non-
homogeneous biodistribution of the vector (Figure S6C). A partial
rescue of SDH-positive Purkinje cell was observed at 18.5 weeks in
the treated animals (Figure 6I). Indeed, while in the cerebellum of un-
treated Pvalb cKO, few surviving Purkinje cells could be observed (all
SDH negative); in treated animals, while the Purkinje cells appeared
to be mostly preserved, the SDH staining varied from dark staining
similar to the Purkinje cell of WT animals to SDH-negative staining,
suggesting only a partial rescue. Similarly, the TfR1 and GFAP
upregulation were partially corrected in treated animals, with some
Purkinje cells presenting TfR1 and GFAP expression similar to WT
Purkinje cells while other Purkinje cells (although less common)
show various intermediate profiles of TfR1 and GFAP overexpression
(Figure 6]). This is in agreement with the non-homogeneous
biodistribution of the vector in the cerebellum.

DISCUSSION

Here, we report the generation of a new conditional mouse model for
the ganglionopathy and sensory neuropathy associated with frataxin
deficiency followed by the proof of concept of a gene therapy
approach for the neuronal symptoms of FA. The new Pvalb cKO
model developed a progressive loss of coordination and gait abnor-
malities, with a specific early onset of sensory defects followed by a
cerebellar ataxia.

Through the characterization of this new model, several important
findings were uncovered that might be of particular interest
regarding the neuropathophysiology and cellular specificity in FA.
One question that is still left unanswered in the field is the tissue
specificity of the disease, and in particular why the large propriocep-
tive neurons are early and specifically affected compared to other
neuronal populations, such as the nociceptive or mechanoreceptor
neurons, for example. Quantitative measurements of frataxin by
ELISA demonstrated not only more expression of frataxin in lumbar
and thoracic DRGs than cervical DRGs, but more interestingly that
proprioceptive neurons express 44%-66% of total frataxin protein of
the DRGs, despite representing only 7.5% of total cell. Why would
proprioceptive neurons express such high levels of frataxin
compared to other cell types in the DRG is not known, but this
may account partially for their higher vulnerability and premature
loss in FA.*’ While it is technically impossible to measure sensori-

motor reflexes in upper limbs due to the short length of the paw in
mice, no signs of degeneration nor neuronal loss could be found in
the radial or median nerve nor in thoracic and cervical DRG despite
depletion of frataxin expression, suggesting that as in patients, the
phenotype proceeds from lumbar to cervical region.”” However, as
the model exhibits premature death at 20 weeks due to epileptic
seizures most likely as a consequence of frataxin depletion in cortical
interneurons, it is not known whether degeneration of cervical DRG
could occur with aging of the mice. Importantly, we showed that
sensorimotor dysfunction by electrophysiology was an early event
in the disease. While this is difficult to translate into human, the
mouse model demonstrates that proprioceptive neurons completely
deficient for frataxin can survive at least 7.5 weeks (as deletion occur
around E17.5) and probably even more than 10 weeks of age, despite
being dysfunctional early after frataxin deficiency. Considering that
Schwann cells are not depleted for frataxin in the current model, our
results demonstrate that proprioceptive neuronal dysfunction and
pathology can occur in a cell-autonomous manner. However, it is
likely that Schwann cells participate in the pathology in human, as
low frataxin occurs in all tissues. Interestingly frataxin-deficient
Purkinje cells in the cerebellum survive less time than frataxin-
deficient proprioceptive neurons in DRG. While the reason for this
difference is not known, the fact that the peripheral nervous system
is regeneration competent might explain the better resistance of pro-
prioceptive neurons to cell death. This resistance of proprioceptive
neurons is a crucial point for therapeutical approaches for the
sensory neuropathy, as most patients present a severe loss of propri-
oception at the time of the diagnosis, and the presence of propriocep-
tive neurons is not known. Finally, frataxin depletion in neurons, as
in cardiac tissues, leads to an Fe-S cluster protein deficit, a secondary
iron dysmetabolism, and mitochondrial defects before loss of cell.
Whether iron accumulates in the nervous system is still under debate
in the field, and recently iron accumulation was detected in cortical
neurons of CRISPR-Cas9 frataxin-deficient mice.”” In the present
model, we did not detect any iron accumulation, probably because
of the time course of the events. Indeed, iron accumulation in the
CNS was shown to be a late event following frataxin deficiency.’
Therefore, although the iron importer TfR1 is increased in the fra-
taxin-deficient Purkinje cell, the neurons are lost most likely prior
to sufficient iron accumulation to be detected by 3,3’-diaminobenzi-
dine (DAB)-enhanced Perl’s. In conclusion, the Pvalb cKO animals
mimic several features of FA patients even if more severe on certain
aspects and with a non-specific cerebral component due to full

Figure 6. Molecular and Histological Improvements after Post-symptomatic Treatment

(A-D) Representative images of FXN-HA expression in DRG and spinal cord (A and B) and cerebellum (C and D) of AAV-treated animals at 18.5 weeks. Scale bar, 100 um.
(E) Scoring of lumbar DRG neurons depending on the SDH staining intensity at 8.5 weeks of age; n = 6,574 neurons counted from two WT animals, n = 5,971 neurons
counted from three Pvalb cKO animals, and n = 5,239 neurons counted from three Pvalb cKOAAV animals. (F) Mean number of neuron per DRG of WT and Pvalb cKO
(untreated and treated) was evaluated at the lumbar level of the spinal cord; n = 6 mice with n = 13,375 WT, n = 11,581 Pvalb cKO, and n = 16,891 Pvalb cKOAAV neurons
scored. (G) Ultrathin sections of sciatic nerves of 22.5-week Pvalb cKOAAV mice. £, fibrosis; m, abnormal mitochondria; *, myelin debris; $, degeneration. Scale bars,
indicated sizes. (H) Mean number of Purkinje cell number in total in the cerebellum of WT and Pvalb cKO-treated and -untreated mice; n = 6 mice per group. (l) Representative
SDH histoenzymatic staining of WT, untreated and treated Pvalb cKO animals in cerebellum at 18.5 weeks of age. Scale bars, 100 pm. (J) Representative images of TfR1 (red)
and GFAP (green) co-immunofluorescence in cerebellum of WT, untreated, and treated Pvalb cKO animals at 18.5 weeks of age. Scale bars, 100 um. Data are represented
as mean = SEM. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001. Black stars correspond to p value versus WT.
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frataxin deficiency in cortical interneurons. In contrast to previously
described models,'® this new model has the advantage of having a
specific proprioceptive phenotype from birth until 8 weeks of age
and then develops a cerebellar ataxia with loss of frataxin in Purkinje
cell and deep cerebellar nuclei.

Furthermore, our results demonstrate the capacity of intravenous
AAV-hFXN delivery at a late symptomatic stage to rapidly and
completely rescue the sensory neuropathy associated with frataxin
deficiency. Importantly, our results suggest that dysfunctional
frataxin-deficient proprioceptive neurons are in majority still alive
for several weeks despite their severely affected nerve structure, and
their phenotype can be completely reversed, demonstrating high plas-
ticity. Furthermore, the rapidity of the rescue (1 week after treatment)
demonstrates that little frataxin is needed to permit the neurons to
regenerate and fully recover their nerve structure. This is in contrast
to the recently published results from the doxycycling-inducible sys-
temic knockdown of frataxin, which show only partial correction of
the ganglionopathy and a mild improvement of axonal neuropathy af-
ter 8 weeks of frataxin rescue.’ In addition, through intraparenchymal
AAVTh10-hFXN delivery, we demonstrate a partial rescue and preven-
tion of Purkinje cell loss. The partial rescue is mainly due to the limited
diffusion of the virus and the consecutive transduction of Purkinje
cells, which correlates with the correction of SDH activity as well as
TfR1 and GFAP dysregulation. The absence of full transduction of
the Purkinje cells as well the cortical interneurons is most likely respon-
sible for the tremors and epileptic attacks in the treated Pvalb cKO.

In conclusion, our results demonstrate the strong potential of AAV
delivery to restore frataxin expression in DRG and rescue the gan-
glionopathy and sensory neuropathy associated to frataxin deficiency,
even in severely affected animals. While this is encouraging for the
development of a therapeutic approach in clinical settings, the FA
neuropathology in humans is complex, and the status of propriocep-
tive neurons in FA patients in the early stages of the disease remains to
be determined. Mice still developed a cerebral phenotype; however,
this is not a phenotype occurring in FA patients, although it is impor-
tant to target the Purkinje cell and the dentate nucleus in the cere-
bellum of FA patients. To improve the therapeutical approach, it
would be of interest to optimize overall brain transduction, especially
the cerebellum, with new generation of AAV vectors with an opti-
mized capsid, such as the newly described PHPeB vectors.”

MATERIALS AND METHODS

Animals

Mice carrying the conditional allele for the frataxin gene (Fxn
described previously'® were mated with B6;129P2-Pyalb™!(Cro4rtr]
(https://www.jax.org/strain/008069; Jackson Laboratory, Maine,
USA)*' in order to generate Fxn™Y=; Pyalb™ 1 (CrA7] (named Pvalb
cKO thereafter) and the Fxn*'™® mice used as controls. To monitor
tissue specificity and temporal expression of Cre recombinase
activity, B6;129P2-Pyalb™(©oA™] mice were mated with a reporter
B6312954-Gt(ROSA)26S0r™ /] (https://www.jax.org/strain/003309).”*
Animals were maintained in a temperature- and humidity-controlled

LS/LS) as
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animal facility with a 12-hr light-dark cycle and free access to water
and a standard rodent chow (D03, SAFE, Villemoisson-sur-Orge,
France) and supplement after 7.5 weeks of age with jellified food
(gel diet A03 SAFE or Dietgel 76A clear H20). All animal procedures
were approved by the local ethical committee (C2EA-17, agreements
604 and 2852) and were performed in accordance with the Guide for
the Care and the Use of Laboratory Animals (US NIH).

For early symptomatic studies, 3.5-week-old mice were anesthetized
by intraperitoneal (i.p.) injection with ketamine and xylazine (130/
13 mg/kg) to allow retro-orbital intravenous administration of
AAV9-CAG-FXN-HA at a dose of 5 x 10'° vg/kg. Untreated Pvalb
cKO and WT mice were injected with equivalent volumes of saline
solution. For late symptomatic studies, 7.5-week-old mice were anes-
thetized by i.p. injection with ketamine and xylazine (130/13 mg/kg),
positioned on the stereotactic frame (David Kopf Instruments,
Tujunga, USA) and injected bilaterally in the striatum and in the
white matter of the cerebellum with an AAVrh.10-CAG-FXN-HA
atadose of 1 x 10" vg/deposit (Table S6). Injections were done using
a 30G blunt needle attached to a 10 uL Hamilton syringe (Hamilton,
USA) at a rate of 0.2 pL/min. Animals were then intravenously
injected with AAV9-CAG-FXN-HA at a dose of 5 x 10" vg/kg.
To avoid suffering, animals received an injection of buprecare
(0.3 mg/kg) before waking up (Animal Care, France). Untreated
Pvalb cKO and WT mice were injected with equivalent volumes of sa-
line solution. Animals were monitored daily after the surgery. The
combination of AAV serotypes used was based on published’* and
preliminary tests. Pre-symptomatic AAVrh.10-CAG-FXN-HA IV
delivery at a dose of 5 x 10" vg/kg, did not prevent the onset sensory
ataxia in Pvalb cKO animals measured by electromyogram (EMG)
(data not shown). Furthermore, comparison of intraparenchymal
delivery of AAVrh10-GFP and AAV9-GFP demonstrated better
neuronal transduction efficiency for AAVrh10 (data not shown).

The AAV vectors were the same as the ones used in the previous
gene therapy study'” with final titers of 8.5 x 10" vg/mL for the
AAV9-CAG-hFXN-HA and 5.5 x 10" vg/mL for the AAVrh.10-
CAG-hFXN-HA.

Behavioral Analysis

Behavioral experiments were conducted to evaluate motor and
muscular function. Coordination was evaluated using the notched-
bar test (scored number of falls of the upper or lower limbs) and
the wire-hanging test (scored the time needed by animal to attach
their hindlimbs) as previously described® but without training.
General motor capacities were tested using the accelerating rotarod
LE8200 (Bioseb, France), and open field activity was measured on
the photocell actimeter LE8811 (Bioseb, France), as previously
described (https://www.mousephenotype.org/). Animals were scored
weekly for each test from 3.5 weeks of age until euthanasia, in the
following order: wire-hanging test, notched-bar test, rotarod, and
open field. Gait analysis was performed at 13.5 weeks or at 18.5 weeks
of age using a DigitGait Apparatus (Mouse Specific, Boston, USA), as
described previously.”® The paws of the mice were captured by video
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during treadmill locomotion at a speed of 21 cm/s for at least 5 s of
proper gait, and analysis was performed using the DigitGait Analyzer
software (Mouse Specific, Boston, USA).

Electromyogram analyses were performed using the Natus
UltraProS100 apparatus (Mag2Health, France). Mice were anesthe-
tized using i.p. injection with ketamine/xylazine (130/13 mg/kg).
Animals were maintained at 37°C during the whole experiment until
wakeup. Latency and amplitude of M and H-waves were recorded in
the plantar hindpaw muscle after sciatic nerve stimulation (0.1 ms
and 8 mA intensity). An additional recording of the M-wave was per-
formed in the gastrocnemius muscle. Measurements were performed
every 2 weeks starting at 3.5 weeks of age.

Histology

For histological analyses, mice were killed by i.p. injection of ketamine-
xylazine (300/13 mg/kg) and perfused with 10 mL of PBS. Various
tissues were dissected and either fixed in paraformaldehyde (PFA)
and embedded in paraffin or directly embedded in Shandon
Cryomatrix embedding resin (Thermo Fisher Scientific) and snap-
frozen in isopentane chilled on dry ice. For spinal cord and DRG
analysis, prior to the paraffin embedding, the column was decalcified
in EDTA 0.34 M (pH 7.4) for 14 days, and the spinal cord was divided
into cervical, thoracic, and lumbar levels. DRG neurons were scored on
paraffin sections (5 pm) stained with H&E. The number of neurons
was normalized by the area of the DRG section. DAB-enhanced Perl’s
iron staining was performed on 8-pm tissue cryosections as previously
described.'” B-galactosidase staining was performed on 10-um cryo-
preserved sections with a protocol adapted from Sanes et al.””

HA immunodetection was performed on paraffin sections using
Vectastain ABC kit followed by DAB enhancement according to
manufacturer’s protocol (Vector Labs), with slight modification,
including epitope unmasking in 10 mM Tris, 1 mM EDTA, 0.1%
Tween 20 (pH 8.75) for 45 min at 95°C, and images acquired on a
Hamamatsu NanoZoomer 2.0 slide scanner. Succinate dehydroge-
nase (SDH) activity was determined on 8-pm cryosections of tissues,
as previously described'® with adapted incubation time with the
substrate solution (25 min for the DRG sections, 30 min for the brain
sections). Images were acquired using the Hamamatsu NanoZoomer
2.0 slide scanner. DRG neurons were then scored on the intensity
of the SDH signal: strong, medium, low, and no SDH staining. All
experiments were performed blindly.

Calbindin, MBP, and Neurofilament 200-kDa (NF-200) immunoflu-
orescences were performed on paraffin sections according to previous
protocols.*®*’

TfR1 and GFAP immunofluorescence single labeling or co-labeling
were performed on 8-um 4% PFA fixed cryosections. Sections were
mounted using ProLong Gold antifade reagent (Invitrogen), and
images were recorded with a Leica DM4000B-M microscope equip-
ped with a Coolsnap HQ2 camera and Micromanager software (see
Table S7 for antibodies dilutions and references).

For electron microscopy analysis, animals were perfused with 5 mL of
PBS and 10 mL 4% PFA in saline, and tissues were fixed in 2.5% PFA/
2.5% glutaraldehyde in cacodylate buffer, and samples were processed
as previously described.'>"’

Molecular Biology

Mice were killed by i.p. injection of ketamine-xylazine (300 mg/kg;
30 mg/kg), and samples for biochemical and molecular analyses
were immediately frozen in liquid nitrogen. Protein extractions and
western blot were performed as previously described.'* Twelve micro-
grams of proteins were loaded on the gels, and the membranes were
incubated with the different antibodies (Table S7) detected with
SuperSignal West Pico chemiluminescent substrate (Thermo Fisher
Scientific) or SuperSignal West Femto maximum sensitivity substrate
(for frataxin detection). Chemiluminescent images were acquired on
the Amersham Imager 600 (GE Healthcare Life Sciences). The activity
of the respiratory chain enzyme SDH (complex II) was determined as
previously described.'”*” Mouse and human frataxin were quantified
in DRG (cervical, thoracic, and lumbar) and cerebellum extracts using
the mouse frataxin ELISA and human frataxin ELISA kits (Abcam,
ab199078, and Abcam, ab176112, respectively) according to the man-
ufacturer’s protocol.

Vector Genome Copy Number was measured by qPCR on extracted
genomic DNA from DRG, spinal cord (cervical, thoracic, and
lumbar levels), brain, cerebellum, heart, and liver using the Light
Cycler 480 SYBR Green I Master (Roche, France). The results (vector
genome copy number per cell) were expressed as n-fold differences
in the transgene sequence copy number relative to the Adck3 gene
copy as internal standard (number of viral genome copy for 2N
genome).

Statistical Analyses

All data are presented as mean + SEM. Statistical analysis was carried
out using GraphPad Prism software (La Jolla, USA). Student’s t tests
were used to compare group, and a value of p < 0.05 was considered as
significant.
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Figure S1: Pvalb cKO mice characterization

(A) Growth curve, N=10 WT and N= 11 Pvalb cKO. (B) Evaluation of rotarod performances, N= 10 WT and N=
11 Pvalb cKO. (C-D) Openfield analysis with measurement of the distance (C) and mean speed in the arena (D)
in a 20 min activity session, N= 6 WT and N= 7 Pvalb cKO. (E) Amplitude of motor wave (M-Wave) were
recorded after plantar sciatic nerve stimulation, N= 6 WT and N= 7 Pvalb cKO. Pvalb cKO animals did not differ
from control animals. (F-G) Expression of mouse Frataxin (mFXN) protein in brain, cerebellum, total DRG (F)
lumbar, thoracic and cervical spinal cord (LuSC, Th SC, Ce SC, respectively) (G) from WT and Pvalb cKO mice
at 7.5 weeks of age. Percentage of depletion in each tissue is indicated under the western blot. Data are represented
as mean +/- SEM. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001.
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Figure S2: Pvalb-Cre expression in DRG and brain overtime.

LacZ staining on frozen section of DRG at E14.5 (A), E17.5 (B) and p8 (C) and at 21.5 weeks in cervical (D),
thoracic (E) and lumbar (F) DRG. Enlargements of cerebellum (G-H), cortex (1), hippocampus (J), midbrain (K)
and pons (L) at 21.5 weeks; ip: interposed nucleus, rn: red nucleus, soc: superior olive complex, pg: pontine grey.

Scale bars, 500pm.
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Figure S3: Histological evaluation of Pvalb cKO animals.

(A) Representative images of NF200 and MBP co-staining in 21.5 weeks DRG. Scale bars, 200pum. (B) Scoring
of neurons co-stained with NF200 and MBP showed a 30% loss of large neurons within DRG, N= 4 WT and N=
4 Pvalb cKO scored. (C) Mean number of neuron per DRG of WT and Pvalb cKO was evaluated at the cervical
and thoracic level of the spinal cord, N= 3-4 mice analyzed per group for the cervical and thoracic portions. (D)
Ultrathin sections of radial and median nerves at 18.5 weeks. Scale bars, 2um. Data are represented as mean +/-
SEM.
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Figure S4: Fe-S cluster protein deficit is not detected on total protein extracted samples.

(A) SDH specific enzymatic activity on lumbar DRG at 7.5 weeks of age, N = 8 per group. (B) SDH specific
enzymatic activity on cerebellum samples at 10.5 and 14.5 weeks of age, N= 9 per group at 10.5 weeks, N= 4 per
group at 14.5 weeks. (C-D) Expression of Fe-S cluster apoprotein in DRG (C) and cerebellum (D) samples from
WT and Pvalb cKO mice at 5.5 and 7.5 weeks of age. LA-PDH: lipoic acid bound PDH, LA-KGDH: lipoic acid
bound KGDH. (E) Representative SDH histoenzymatic activity staining in lumbar DRG at 5.5 weeks of age WT
and Pvalb cKO mice. Scale bars, 100um. (F-G) Heart cryosections (apex) from 9 weeks WT and MCK mutant
mice®® (F) and cerebellum cryosections from 13.5 weeks WT and Pvalb cKO mice (G) stained with Perl’s DAB.
Scale bars, 500um.
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Figure S5: Early symptomatic treatment in Pvalb cKO animals

(A) Motor performances after early symptomatic treatment on the rotarod N= 11 WT, N= 9 Pvalb cKO and N=9
Pvalb cKOAAV. (B) Biodistribution of AAV9-CAG-hFXN-HA after IV delivery and (C) quantification of human
frataxin expression in thoracic DRG by ELISA, N= 3 animals per group. (D) Expression of mouse and human
frataxin protein in thoracic DRG from WT, Pvalb cKO and Pvalb cKOAAV mice at 10.5weeks of age. LC Ig:
Immunoglobulins light chains; iFXN: intermediate frataxin; FXN: mature frataxin. Data are represented as mean
+/- SEM. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001.



300 1 - WT 1007
L - cKO
-»= cKO AAV-FXN-HA o
] W
Bzoo-im . §§§
2 PR 2 BN\
o YNNN
§ . WY
SN
S
I A . I - T E
Age (weeks)
C
D E
150 4
cKO
250 - B cKO AAV-FXN-HA
200 1 g
R 5100-
% 150 A §
S 100 1 S 50l
£ 501 :
e _
ooqpe}\‘)@ \,00\ \,&'1' \,é)(b \90‘% \90<° \,60@ \«60’\
\zoe)@

Figure S6: Late symptomatic treatment in Pvalb cKO animals

(A) Motor performances after late symptomatic treatment on the rotarod N= 26 WT, N= 29 Pvalb cKO and N= 32
Pvalb cKOAAV. (B) Biodistribution of AAV-CAG-hFXN-HA after IV and IC delivery, dashed bars correspond
to VGC coming mainly from AAVrh10 IC delivery, N= 3. (C) Immunostaining for Frataxin HA expression in
brain, Scale bars, 100um. (D) Quantification of human frataxin (hFXN) expression in lumbar DRG and
cerebellum, N= 3 animals per group. (E) Mean Purkinje cell number in different lobules of the cerebellum of WT,
Pvalb cKO treated and untreated mice, N= 6 mice analyzed per group. Black stars correspond to p-value versus
WT and grey stars versus KO. Data are represented as mean +/- SEM. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001;
***%n<0.0001.
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Figure S7: Regeneration process in the sciatic nerve of Pvalb cKO animals treated at 7.5 weeks of age.
Ultrathin sections of sciatic nerves of WT, Pvalb cKO untreated and treated at 7.5 weeks and analyzed 1 week (A)

or 2 weeks (B) post injection; ist: inner swelling tongue; £: fibrosis; $: degeneration; * : myelin debris. Scale bars,
indicated sizes.



Table S1: Individual EMG data on characterization cohort

6.5 weeks 8.5 weeks 10.5 weeks 12.5 weeks
Mice Sex Genotype Amp Amp Amp Amp Amp Amp Amp M | Amp H
Mwave | Hwave | Mwave | Hwave | Mwave | Hwave wave wave
84 F WT 39 0,4 9,6 0,5 84 0,6 6 0,9
86 F WT 6,9 0,7 39 0,5 6,8 1,2 57 0,6
87 F WT 7 1,3 5 1 39 0,4 17,7 1,5
97 M WT 118 2,9 9,2 0,8 11,7 0,9 4.8 0,7
98 M WT 109 1,1 8,1 0,6 8,8 0,6 4,6 0,7
110 M WT 4 0,4 53 1 7.7 0,6 7,2 0,4
88 F KO 8,6 0 91 0 104 0 38 0
89 F KO 84 0,9 3,7 0 4,2 0 12,3 0
90 F KO 7,7 1,2 4 0 44 0 105 0
93 M KO 75 0,1 54 0 54 0 35 0
95 M KO 154 1 6,3 0 59 0 15 0
109 M KO 4 0 12,3 0 4 0 11,2 0
111 M KO 6 0,3 18,7 0 133 0 73 0

Table S2: ELISA assay on FXN expression

Mean quantity of frataxin per mg of protein % of FXN quantity in Pvalb cKO mice .
+)- SEM compare to WT FXN level decrease in
Pvalb cKO
WT Pvalb cKO WT Pvalb cKO
Ce DRG 12.2+/-0.6 ng 21+/-02ng 100% 17.2% 82.80%
ThDRG 25.8+/-2.3ng 7.2+/-0.4ng 100% 27.9% 72.10%
Lu DRG 25.6 +/- 2.1 ng 7.0 +/- 0.6 ng 100% 27.3% 72.70%
Cerebellum 27.8+/-0.7ng 4.6 +/-0.2ng 100% 16.5% 83.50%

Table S3: Calculation for determining percentage of FXN expression

Experimental value

Expected value

Experimental value

Difference between expected value and
experimental value

WT (Fxn "%

Heterozygous without Pvalb Cre expression

Pvalb cKO (Fxn L pyalp Cre)

(FX?’] L3/L7)
. . . Difference between Equivalent % (vs
. . . f E lent %
Measured value (in Value WT/2 Considered % of frataxin Quanty o ata_xm quivalent % (s expected value and heterozygotes)
X expressed by the tissues heterozygotes) .
ng of frataxin / mg prot) (in ng / mg prot) in heterozygous tissues X : experimental value expressed by Cre
(in ng / mg prot) expressed by the tissues N o
(inng / mg prot) positive cells
Ce DRG 12.2 6.1 100% 21 34.4% 4 65.6 %
Th DRG 25.8 12.9 100% 7.2 55.8 % 5.7 442 %
LuDRG 25.6 12.8 100% 7.0 54.7 % 5.8 45.3%
Cerebellum 27.8 13.9 100% 4.6 33.1% 9.3 67%




Table S4:

Individual EMG data on early-symptomatic treatment cohort

6.5 weeks 8.5 weeks 10.5weeks 12.5weeks 15.5weeks
Mice Sex Genotype Amp M Amp H Amp M Amp H Amp M AmpH Amp M Amp H Amp M Amp H
wave wave wave wave wave wave wave wave wave wave
32 F Fxn +/L3 6,4 1,6 7 11 53 0,9 84 1 ND ND
145 F Fxn +/L3 3,8 0,4 14,5 0,4 54 11 52 0,3 55 1
146 F Fxn +/L3 7,6 1,6 73 14 7 0,3 10,4 2,1 7,7 1
141 F Fxn+/L3 3 0,2 10,5 0.7 10 0,6 16,2 07 6.3 0,6
158 M Fxn L3/L- 57 0.2 84 19 6.8 05 49 03 10,3 0,6
155 M Fxn +/L3 4 0,3 77 0,6 11,3 0,5 34 0,5 15,5 0,3
152 M Fxn +/L3 Pvalb + 7 0,8 14,5 0,2 10,9 0,7 4,9 0,3 2,9 0,2
5 F Fxn L3/L- 51 1 13,2 0,5 14,8 31 13,3 04 ND ND
7 F Fxn L3/L- 11 04 10,5 2,3 111 0,6 8,1 12 ND ND
16 M Fxn +/L3 2,7 0 14,1 11 58 0,4 115 03 11,1 12
25 M Fxn +/L3 3,9 0,6 4,5 0,6 6,7 17 12,2 0,6 58 0,8
30 F Fxn L3/L- Pvalb + 15,4 1 9,6 0,6 15,5 0 54 0 ND ND
34 M Fxn L3/L- Pvalb + 8,1 0,5 7,6 0,1 49 0 9,9 0 ND ND
151 F Fxn L3/L- Pvalb + 6.2 0 58 0 57 0 2,6 0 16,1 0
143 F Fxn L3/L- Pvalb + 17,5 0 10 04 11,7 0 10,2 0 6.4 0
153 M Fxn L3/L- Pvalb + 10 0 15 0 1,6 0 7,1 0 10,6 0
154 M Fxn L3/L- Pvalb + 12 0,3 8 0 7,2 0 7 0 4,2 0
15 M Fxn L3/L- Pvalb + 9,8 0,5 111 0 12,5 0 12,5 0 6,2 0
37 M Fxn L3/L- Pvalb + 10 0 39 0 3,6 0 ND ND 12,7 0
58 F Fxn L3/L- Pvalb + 9,7 12 12,9 0,6 11,6 07 ND ND 54 0
142 F Fxn L3/L- Pvalb + AAV 11,5 0,9 9,3 0,5 74 0,4 12,5 2,9 3 0,7
149 F Fxn L3/L- Pvalb + AAV 4,8 1,1 8,8 0,4 6,1 0,5 10,4 11 13,3 0,7
156 M Fxn L3/L- Pvalb + AAV 9,1 0,6 4 0,2 9,4 0,9 44 0,4 75 1
157 M Fxn L3/L- Pvalb + AAV 4.9 07 5 g 8 03 5 0.2 6,6 01
159 M Fxn L3/L- Pvalb + AAV 6.3 08 8,7 2.2 6.4 0,6 10,3 0,7 4,6 0,6
6 F Fxn L3/L- Pvalb + AAV 74 0,7 10,1 12 12 32 6,4 0,6 ND ND
8 F Fxn L3/L- Pvalb + AAV 8,7 0,6 11 0,9 13,3 0,6 9,7 0,8 ND ND
39 M Fxn L3/L- Pvalb + AAV 21 04 8,2 2,5 45 0,9 ND ND 43 11
62 M Fxn L3/L- Pvalb + AAV 11,6 12 9 2 141 12 ND ND 16,1 1

ND: not determined because mouse would not sleep




Table S5: Individual EMG data on post-symptomatic treatment cohort

6.5 weeks 8.5 weeks 10.5weeks 12.5weeks 15.5weeks 19.5weeks
Mice Sex Genotype AmpM [ AmpH | AmpM [ AmpH | AmpM [ AmpH [ AmpM | AmpH | AmpM | AmpH | AmpM | Amp H
wave ‘wave wave wave wave wave wave
75 M Fxn +/L3 12,2 1,2 6 1,8 6,1 0,3 119
61 F Fxn +/L3 Pvalb+ 6,9 03 2 03 48 0.8 7
78 F Fxn +/L3 58 0,6 16,9 0,7 89 1.9 47
83 F Fxn +/L3 5.7 0,2 4,2 03 14,2 0,7 76
84 F Fxn +/L3 8,2 1,3 9,7 0,6 5,6 0,5 6,2
103 F Fxn +/L3 7.2 2 13,8 0,7 115 1 9,2
108 F Fxn +/L3 15,6 04 11,2 1,1 4 0 37
112 M Fxn +/L3 11,6 04 16,8 14 98 1,9 37
113 M Fxn +/L3 118 04 53 1,3 74 0,5 25
85 F Fxn +/L3 23 0,6 ND ND 8,1 1,2 ND
143 F Fxn +/L3 ND ND ND ND 8 1,6 6,5
145 M Fxn +/L3 ND ND ND ND 6,7 1,1 78
94 F Fxn +/L3 41 03 25 0,1 3 0,5 54
101 M Fxn +/L3 ND ND 26 0,3 12 03 43
109 F Fxn +/L3 Pvalb + 5,9 1,2 9,2 1,2 26 1,3 77
115 M Fxn +/L3 Pvalb + 19 03 3 04 49 0,2 34
12 M Fxn +/L3 Pvalb+ 44 0,7 4,2 03 4,6 0,6 5.2
66 F Fxn +/L3 Pvalb+ 59 04 43 0,7 65 03 34
68 F Fxn +/L3 Pvalb+ 12 04 6 0,9 6,7 1 3.2
69 F Fxn +/L3 Pvalb+ 3,2 0,4 52 0,6 33 0,3 4.9
71 F Fxn +/L3 Pvalb+ 3,2 0,5 53 0,7 4 0,6 4,2
52 M Fxn +/L3 Pvalb+ 6,6 03 72 0,6 4 04 ND
53 M Fxn +/L3 Pvalb+ 4,9 04 5,7 0,2 6,1 0,9 ND
57 F Fxn +/L3 Pvalb+ ND ND 31 03 77 1.8 25
162 F Fxn +/L3 Pvalb+ 4,7 0,2 13,2 0,7 4,1 1,1 3
79 M Fxn +/L3 Pvalb+ 4,1 0,6 53 0,3 3 0,3 48
76 M Fxn L3/L- Pvalb+ 7.2 0 35 0 6 0 47
77 M Fxn L3/L- Pvalb+ 85 0 54 0 4,9 0 6,6
71 F Fxn L3/L- Pvalb+ 9,9 0,9 155 0 14,9 0 39
74 F Fxn L3/L- Pvalb+ 54 04 8,9 0 6,6 0 14,8
79 F Fxn L3/L- Pvalb+ 8,2 04 7.9 0 44 0 9.7
17 F Fxn L3/L- Pvalb+ 6,9 0 41 0 7.6 0 11,6
118 F Fxn L3/L- Pvalb+ 2,1 0 2,2 0 5 0 49
124 F Fxn L3/L- Pvalb+ 6,1 0 44 0 7.7 0 14,7
161 F Fxn L3/L- Pvalb+ 35 0 33 0 7 0 48
88 M Fxn L3/L- Pvalb+ 31 0.2 11 0 25 0 43
154 M Fxn L3/L- Pvalb+ ND ND ND ND 10,6 0 2
144 F Fxn L3/L- Pvalb+ ND ND ND ND 53 0 0,9
159 M Fxn L3/L- Pvalb+ ND ND ND ND 23 0 10,1
98 F Fxn L3/L- Pvalb+ 24 0,7 42 0 6,5 0 87
107 F Fxn L3/L- Pvalb+ 2,9 0,1 32 0 12 0 31
122 F Fxn L3/L- Pvalb+ 19 0.2 78 0 18 0 114
124 M Fxn L3/L- Pvalb+ 4 0 6,1 0 28 0 7.2
184 F Fxn L3/L- Pvalb+ 102 0,5 31 0 57 0 52
188 M Fxn L3/L- Pvalb+ 6,7 0 59 0 34 0 58
179 M Fxn L3/L- Pvalb+ 6.1 0,7 55 0 2 0 49
160 F Fxn L3/L- Pvalb+ 14 0 2,2 0 104 0 73
163 M Fxn L3/L- Pvalb+ 4 0 7,6 0 9,5 0 35
14 M Fxn L3/L- Pvalb+ 37 0 6 0 48 0 7.2
183 F Fxn L3/L- Pvalb+ 41 03 2,6 0 75 0 49
73 F Fxn L3/L- Pvalb+ 42 05 14 0 6.3 0 49
77 M Fxn L3/L- Pvalb+ ND ND 2 0 38 0 112
49 F Fxn L3/L- Pvalb+ 4 0 10,2 0 104 0 10,7
58 F Fxn L3/L- Pvalb+ 41 0 47 0 84 0 11
64 M Fxn L3/L- Pvalb+ 45 0 45 0 83 0 12
82 F Fxn L3/L- Pvalb+ AAV 9,5 0,9 51 14 6,1 0,5 12
85 F Fxn L3/L- Pvalb+ AAV 2,5 1,1 55 0,6 6,7 0,6 2,9
88 M Fxn L3/L- Pvalb+ AAV 71 0 71 0,2 7.2 1,5 6,4
105 F Fxn L3/L- Pvalb+ AAV 33 0 59 0,6 57 0 74
106 F Fxn L3/L- Pvalb+ AAV | 111 0,5 2,7 0,1 25 1 6,2
110 F Fxn L3/L- Pvalb+ AAV 8 0.2 9,9 13 6.3 0.8 14
125 M Fxn L3/L- Pvalb+ AAV 9,9 1,2 5 0,4 84 0,8 10,9
127 M Fxn L3/L- Pvalb+ AAV 4,2 0 105 0,5 58 0,3 7.2
128 M Fxn L3/L- Pvalb+ AAV 28 0 74 03 116 0,3 7,9
137 F Fxn L3/L- Pvalb+ AAV 53 0 48 0 67 0 54
160 F Fxn L3/L- Pvalb+ AAV 9,9 0 46 0,5 98 0.8 8.2
149 M Fxn L3/L- Pvalb+ AAV | ND ND ND ND 5,9 0,9 6,4
156 F Fxn L3/L- Pvalb+ AAV | ND ND ND ND 41 1 2
160 M Fxn L3/L- Pvalb+ AAV | ND ND ND ND 2 0 36
95 F Fxn L3/L- Pvalb+ AAV 8 03 14,5 0,5 37 03 6,8
9% M Fxn L3/L- Pvalb+ AAV 2,7 0 10,7 04 4 0,1 79
100 M Fxn L3/L- Pvalb+ AAV 23 0 El5 0.2 16 0,5 ND
106 F Fxn L3/L- Pvalb+ AAV | ND ND 104 1,6 58 0,2 73
111 F Fxn L3/L- Pvalb+ AAV | 125 0,5 45 0,3 23 0,2 84
118 M Fxn L3/L- Pvalb+ AAV 6,3 0,1 9,7 0,1 8,7 0,2 56
190 M Fxn L3/L- Pvalb+ AAV 5.2 03 71 0,7 28 04 28
178 F Fxn L3/L- Pvalb+ AAV 2,5 0,1 44 0,4 57 0,9 2,2
180 M Fxn L3/L- Pvalb+ AAV 24 0 2,9 04 44 0,2 3.2
174 F Fxn L3/L- Pvalb+ AAV 10 0 54 03 6,5 0,7 32
161 F Fxn L3/L- Pvalb+ AAV 44 0 51 03 34 0,6 71
164 M Fxn L3/L- Pvalb+ AAV 05 0 72 0.2 33 04 37
165 M Fxn L3/L- Pvalb+ AAV 4.8 0 3.2 0,3 ND 74
5 F Fxn L3/L- Pvalb+ AAV 51 0 3,6 13 8,7 0,4 28
181 F Fxn L3/L- Pvalb+ AAV 32 04 58 0,2 2,7 0,5 45
60 F Fxn L3/L- Pvalb+ AAV 54 0 12 0,7 38 0,6 75
50 M Fxn L3/L- Pvalb+ AAV 54 0 9.3 0,9 76 1 33 ¥ d ¥ 4
51 M Fxn L3/L-Pvalb+ AAV | 56 0 8,7 0,6 2 04 82 , ; S Ui

ND: not determined because mouse would not sleep
Hatched: not measured



Table S6: Stereotaxic coordinates for injection

Stereotaxic coordinates from the Bregma

Injection site Antero-posterior (AP) | Medio-lateral (ML) Dorso-ventral (DV)
Striatum 1st injection site +0.5mm +2.2mm -3.3mm
Striatum 2nd injection site +0.5mm -2.2mm -3.3mm
White matter of the cerebellum -6.48mm Omm -2.5mm
Table S7: List of antibodies used
Antibodies Application Used Species Reference Compan
PP Concentration P pany
Anti HA-TAG IF 1:250 rabbit  |C29F4 Cell Signalling Technology
Anti Calbindin IF 1:500 rabbit |CB38-A Swant swiss Antibodies
Anti MBP IF 1:200 mouse  |SMI-94 Calbiochem
Anti NF-200 IF 1:200 chicken [ab4680 Abcam
primary |Anti TRR1 IF 1:500 rabbit  |ab84036 Abcam
antibodies |Anti GFAP IF 1:500 guinea pig |173004 Synaptic systems
Anti frataxin polyclonal WB 1:1,000 rabbit  |R1250 IGBMC
Anti frataxin monoclonal WB 1:1,000 mouse  |4F9 IGBMC
Anti GAPDH WB 1:20,000 mouse IGBMC
Anti lipoic acid WB 1:5,000 rabbit 1437695 Calbiochem
Biotinylated Anti-Rabbit 1gG IF 1:500 goat  |BA-1000 Vector laboratories
Anti-Rabbit IgG 488 IF 1:1,000 goat |A-11008 Life Technologies
Anti-Mouse 1gG 594 IF 1:1,000 goat |A-11005 Life Technologies
secondary |Anti-Chicken IgG 488 IF 1:1,000 donkey [703-545-155 |(Interchim SA
antibodies | Anti-Rabbit 1gG 594 IF 1:1,000 goat |A-11037 Life Technologies
Anti-Guinea pig 19G 488 IF 1:1,000 goat |A-11073 Life Technologies
Peroxydase Anti-mouse 1gG WB 1:5,000 goat  |115-035-046 |Jackson ImmunoResearch
Peroxydase Anti-rabbit 1gG WB 1:5,000 goat  |115-035-146 |Jackson ImmunoResearch




Supplemental results:

Validation of expression of Pvalb-Cre transgene

As endogenous parvalbumin expression is not restricted to the proprioceptive sensory neurons (http://mouse.brain-
map.org/gene/show/19056) and behavioral analysis clearly showed that the Pvalb cKO develop a
cerebellar/cortical phenotype, in addition to the sensory neuropathy, we evaluated the tissue specificity and the
temporal expression of the Pvalb-Cre transgene in Pvalb™CroAn transgenics using the ROSA26/LacZ reporter
stain. LacZ expression was analyzed at several time points: E14.5, E17.5, P8, P40 and 21.5 weeks. While no LacZ
staining was detected at E14.5, positive LacZ in DRG was observed at E17.5 (Figure S2A-B). By p8,
approximately 15% of DRG neurons were positive for LacZ (Figure S2C) and in a similar manner in cervical,
thoracic and lumbar DRG (Figure S2D-F respectively). Therefore, the Pvalb-Cre expression in the DRG starts
between E14 and E17.5 as described previously?* and is fully expressed by p8. No LacZ staining was detect in
peripheral nerves. In the central nervous sytem, no LacZ staining was seen at p8. At p40, LacZ staining was
specifically detected in Purkinje cells (Figure S2G-H). At 21.5 weeks, positive LacZ staining was detected in the
interposed nucleus, a deep central grey nucleus (Figure S2G), in interneurons in the cortex (Figure S2I), few
positive cells in the hippocampus (Figure S2J), strong staining in the majority of the red nucleus (Figure S2K),
superior olivary complex and the pontine grey (Figure S2L). No LacZ positive staining was detected in any
peripheral tissues at any time point analyzed.

Quantification of frataxin expression

WT animals are +/L3 for the frataxin allele, meaning that they express 100% of frataxin in all tissues. Pvalb cKO
animals are heterozygous for the frataxin locus (Fxn™¥“) in all cells except the cells expressing the Cre
recombinase which are homozygous for the depletion (Fxn“/%). Thus, we expect 50% of frataxin expression in
the heterozygous cells (Fxn“¥) and no expression in the knocked-out cells (Fxn-’%). By measuring frataxin levels
in the heterogeneous tissues of interest (DRG and cerebellum), we can determine the amount/percentage of frataxin
expressed by the Cre positive cells (Expected values in heterozygotes animals — experimental values in Pvalb cKO
animals).

Example for calculation in lumbar DRG (other tissues are in table S2 and S3):

25.6ng of frataxin per mg of protein were experimentally measured in WT lumbar DRG. Therefore, we expect
12.8 ng of frataxin per mg of protein in heterozygous lumbar DRG without Pvalb-Cre expression (considered as
100%). Upon Pvalb-Cre expression 7.0 ng of frataxin were measured (~55%). Thus, the Cre positive cells express
5.8 ng of frataxin per mg of protein (12.8 — 7.0 = 5.8), approximately 45%.
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Figure 42 : Absence de corrélation entre les quantités d’ARNm Fxn et de FXN produites dans
les DRG et le cervelet.

(A) Expression d’ARNm Fxn dans des DRG cervicaux (Ce), thoraciques (Th) et lombaires (Lu) a 7,5
semaines, n = 4. (B) Expression d’ARNm Fxn dans le cervelet de souris WT et Pvalb cKO a 20,5
semaines, n = 3. Les données sont représentées avec la moyenne +SEM (les WT étant a 100%) et
les valeurs individuelles. * p<0,05 ; ** p<0.01 ; *** p<0.001 ; ****p<0.0001. (C-D) Immunohistochimies
anti-FXN dans des DRG lombaires (C) et des cervelets (D) d’animaux WT et Pvalb cKO a 11.5
semaines (contre-coloration a I'nématoxyline). Les cercles roses entourent les larges neurones des

DRG présentant une absence de marquage. Barre de taille, 100um.
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2.4. Résultats complémentaires au manuscrit

2.4.1. Expression du géne Fxn et de la frataxine

Grace a une approche de type ELISA, nous avons observé une baisse de de 72 a
83% de frataxine dans les DRG, indiquant une expression de 44 & 66% de la frataxine totale
des DRG par les neurones proprioceptifs (Piguet, de Montigny et al., 2018 Figure 1E et F).
En paralléle de la mesure des niveaux de frataxine par approche ELISA et par Western Blot
(Piguet, de Montigny et al., 2018 Figure S1F et G), les niveaux de transcrits Fxn ont été
évalués dans les DRG et le cervelet par qRT-PCR (Figure 42A et B). Dans les DRG Pvalb
cKO, et ce pour I'ensemble des temps évalués (de 3,5 a 18,5 semaines), les résultats
obtenus par gRT-PCR sont similaires et fluctuent entre 48 et 60% d’expression du géne Fxn
par rapport aux contréles (Fxn*%). Ainsi, TARNm Fxn n’est pas drastiquement diminué dans
les DRG Pvalb cKO comme au niveau protéigue. En effet la baisse de 50% de 'ARNmM Fxn
présentée par les animaux Pvalb cKO, dans les trois sections des DRG est attendu (souris
hétérozygotes pour le géne Fxn : Fxn*%) (Figure 42A). Il semblerait donc que I'ensemble
des cellules des DRG expriment la méme quantité de transcrit Fxn. Les neurones
proprioceptifs ne représentant que 7,5% des cellules, nous ne détectons pas I'absence du
transcrit dans ces cellules de par la dilution du signal. Il n'y a donc pas de corrélation entre
les quantités d’ARNmM Fxn et de protéine FXN produites dans les cellules des DRG. Il en est
de méme dans le cervelet, les cellules de Purkinje (CP) et les noyaux gris profonds
expriment 67% de la frataxine mais nous n'observons qu’une diminution de 40% de 'ARNmM
Fxn (Figure 42B), supposant une absence de corrélation.

J'ai tenté de valider le déficit de I'activité SDH (Piguet, de Montigny et al., 2018 Figure
3A) spécifiguement dans les neurones déplétés en frataxine, donc supposément les
neurones proprioceptifs par différentes approches, par exemple des immunofluorescences
anti-FXN sur des coupes de DRG adjacentes aux coupes utilisées pour le marquage
histoenzymatique SDH, mais sans succeés. En effet, la quantité de frataxine exprimée dans le
systéme nerveux étant faible par rapport au cceur par exemple, nous n'arrivions pas a
détecter la frataxine endogéne par immunomarquage. Récemment, un marquage anti-FXN
par immunohistochimie a été mis au point dans le laboratoire par N. Vaucamps, avec un
anticorps anti-FXN monoclonal (clone 4F9). Les résultats présentés dans la figure 42C et D
correspondent aux premiers tests de marquage dans les DRG et le cervelet de souris WT et
Pvalb cKO agées de 11,5 semaines. Certains larges neurones des DRG Pvalb cKO

présentent une absence de marquage FXN (Figure 42C, neurones cerclés en rose), alors
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Figure 43 : Dérégulation de I'expression de la parvalbumine dans les souris Pvalb cKO.

(A) Absence de marquage spécifique pour la parvalbumine (PVALB) dans des DRG WT a 7,5semaines.

Carre de taille, 100um (B) Images représentatives d’immunofluorescences PVALB dans des cervelets

de souris WT et Pvalb cKO a 13,5semaines. Barre de taille, 100um. (C) Expression de 'ARNm Pvalb
dans des cervelets de souris WT et Pvalb cKO a 8,5 et 17,5semaines, n = 3. (D) Expression de ’TARNm
Pvalb dans des DRG lombaires WT et Pvalb cKO &4 3,5; 7,5 et 18,5semaines,n =6 a 3,5s,4a 7,5s et 5

a 18,5s. (E) Expression de 'ARNm Pvalb dans des DRG cervicaux, thoraciques et lombaires WT et

Pvalb cKO a 7,5 semaines, n = 6. Les données sont représentées avec la moyenne +SEM (les WT

étant a 100%) et les valeurs individuelles. * p<0,05 ; ** p<0.01 ; *** p<0.001 ; ****p<0.0001.
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gque I'ensemble des neurones WT sont positifs a la frataxine mais avec différentes intensités
de marquage. Il serait intéressant de quantifier les neurones négatifs pour la frataxine dans
les DRG Pvalb cKO ainsi que les différents niveaux d’expression des neurones WT. Dans
les cervelets WT, les cellules de Purkinje expriment la majorité de la frataxine (les noyaux
gris profonds n’étaient pas sur les coupes immuno-marquées) (Figure 42D). Bien que le
marquage soit relativement faible dans les souris WT, les cellules de Purkinje Pvalb cKO
sont négatives pour la frataxine. Au vu des niveaux d’expression de frataxine observés par
ELISA dans le systéme nerveux (DRG et cervelet : entre 25 et 30ng/mg de protéines totales)
par rapport au coeur (150ng/mg de protéines totales) on ne s’attend pas a un marquage trés
fort dans les souris contrbles. Ces premiers résultats d'IHC semblent corréler avec les

résultats d’'ELISA aussi bien dans les DRG que dans le cervelet.

2.4.2. Dérégulation de I'expression de la parvalbumine

Le seul marqueur spécifique aux neurones proprioceptifs adultes dans les DRG est la
parvalbumine (PVALB). Les autres marqueurs neuronaux des DRG sont synthétisés dans
différentes populations, tel que TrkC qui est synthétisé dans les neurones proprioceptifs ainsi
gue les neurones mécanoréceptifs. J'ai donc cherché a établir des immunofluorescences
anti-PVALB (en partie pour la validation du déficit SDH spécifiquement dans les neurones
proprioceptifs). Malgré plusieurs protocoles testés, je n'arrive pas a détecter correctement la
parvalbumine dans les coupes de DRG (Figure 43A). Ceci est probablement di a la quantité
de protéine exprimé dans les DRG (trop faible pour étre détectée) puisque I'anticorps détecte
la protéine endogéne sur des coupes de cervelet (Figure 43B). Je n’arrive pas non plus a
détecter la protéine par Western Blot (non présenté). A 13,5 semaines chez les souris WT,
I'ensemble des cellules de Purkinje (CP) expriment bien la parvalbumine (Figure 43B). Au
niveau des cervelets des souris Pvalb cKO, les CP, relativement désorganisées, sont
également positives a la parvalbumine mais avec un signal fluorescent moins intense,
indiquant une diminution de I'expression de la protéine. Cette diminution d’expression est
également retrouvée au niveau transcriptionnel. En effet, dans les cervelets, a 8,5 semaines
les souris Pvalb cKO expriment 50% de transcrit Pvalb par rapport aux contréles (Figure
43C). A 17,5 semaines cette diminution est également présente mais non significative de par
une large variabilité entre échantillons. Il en est de méme dans les DRG lombaires a
différents dges avec une diminution de ’ARNm Pvalb encore plus forte (Figure 43D), 30 a
40% d’expression Pvalb dans les DRG Pvalb cKO par rapport aux WT. En regardant les
différents niveaux des DRG (ce, th et lu), a 7,5 semaines, la diminution de I'expression du
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Figure 44 : Déficit sévére de I'activité SDH a des temps tardifs dans les animaux Pvalb cKO et
correction partielle suite au traitement post-symptomatique des souris.

Images représentatives de marquages histoenzymatiques SDH de souris WT, Pvalb cKO non traitées
(Pvalb cKO) et traitées (Pvalb cKOAAV) dans les DRG Lu a 18,5semaines. Barre de taille, 50um.
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transcrit Pvalb est significative dans les DRG cervicaux et lombaires mais pas dans les DRG
thoraciques Pvalb cKO (Figure 43E, 44% de Pvalb exprimés dans les DRG Ce Pvalb cKO
par rapport aux contrbles, 63% dans les DRG Th et 34% dans les DRG Lu). La forte
variabilité entre échantillons (DRG Th Pvalb cKO a 7,5 semaines) provient probablement de
la variabilité entre animaux mais également d’'un biais induit par I'expérimentateur au
moment de la dissection technique des DRG et de la séparation des sections cervicales,
thoraciques et lombaires. L'expression résiduelle de parvalbumine dans les neurones
proprioceptifs des DRG Pvalb cKO a des temps tardifs (Figure 43D, 18,5 semaines) permet
de supposer gqu’'une partie au moins des neurones proprioceptifs bien que complétement
déficients sont encore présents, ce qui pourrait expliquer la large variabilité entre

échantillons.

2.4.3. Déficit des protéines a centres Fe-S a des temps tardifs dans les DRG Pvalb

cKO et correction partielle chez les Pvalb cKOAAV

A 5,5 et 8,5 semaines des déficits de I'activité SDH dans certains neurones ont été
observés avec 7 a 8% de neurones SDH négatifs dans les DRG lombaires des animaux
Pvalb cKO (Piguet, de Montigny et al., 2018, Figure 3A et B). A 8,5 semaines, une semaine
post traitement, les résultats SDH n’étaient pas différents entre souris Pvalb cKO traitées et
non traitées (Piguet, de Montigny et al., 2018, Figure 6E). L'activité SDH a également été
évaluée a des temps tardifs dans les DRG lombaires de souris WT et Pvalb cKO non traitées
et traitées a 7,5 semaines, age auquel le déficit Fe-S est déja présent (Figure 44). A 18,5
semaines, les DRG des souris Pvalb cKO sont trés friables et leur coupe au cryostat est, de
ce fait, compliquée en comparaison aux DRG lombaires WT et Pvalb cKOAAV. Nous avons
donc peu de coupes Pvalb cKO utilisables et donc ces résultats sont a exploiter
précautionneusement. Ce manque d'intégrité de la structure des DRG résulte probablement
des dégénérescences massives des neurones proprioceptifs et de leurs axones. En
comparaison aux DRG WT, les DRG Pvalb cKO présentent des neurones négatifs pour
I'activité SDH (Figure 44, fleches noires). A cet age-tardif, méme si il y a probablement une
perte de certains neurones proprioceptifs, certains, bien que totalement dégénérés et non
fonctionnels, sont encore présents (malgré I'absence de frataxine depuis le jour
embryonnaire E17,5). Ce point est intéressant pour les approches de TG chez les patients.
Pour les souris traitées, la structure des DRG est intégre et similaire aux WT, mais certains
neurones présentent encore une absence d'activité SDH (Figure 44). Les neurones SDH

négatifs n'ont pas été quantifiés, mais visuellement, il semblerait qu’il y en ait moins que

102



Pvalb cKO Pvalb cKO

Pvalb cKOAAV

Figure 45 : Expression de TfR1 dans de nombreux neurones des DRG WT, Pvalb cKO et Pvalb
cKOAAV et surexpression de la parvalbumine dans les neurones proprioceptifs des souris
traitées.

Images représentatives d'immunofluorescences TfR1 (vert) et Pvalb (rouge) dans des DRG de souris
WT, Pvalb cKO non traitées et traitées agées de 8,5s (une semaine post traitement). Barres de taille,
100um.
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dans les souris non traitées ainsi que dans les DRG Pvalb cKOAAV a 8,5 semaines. La
correction des neurones proprioceptifs des DRG n’est donc pas totale, mais suffisante
puisque l'ataxie sensitive est parfaitement corrigée avec des ondes sensitives similaires a
celles de souris WT dans les analyses électrophysiologiques (EMG) ((Piguet, de Montigny et
al., 2018, Figure 5D).

2.4.4. Evaluation du métabolisme du fer dans les DRG

En paralléle de l'analyse de la dérégulation du métabolisme du Fer dans les
cervelets, I'expression de TfR1 a été évaluée dans les DRG lombaires. Les résultats sont
similaires a 5,5 semaines (données non présentées) et a 8,5 semaines (Figure 45). De
nombreux neurones des DRG WT expriment fortement TfR1 (en comparaison aux cellules
du cervelet). Si, comme dans les cellules de Purkinje déficientes en frataxine, il y a une
dérégulation du métabolisme du fer dans les DRG, je ne suis pas en mesure de détecter une
différence d'expression de TfR1 dans les neurones proprioceptifs Pvalb cKO (qui ne
représentent que 15% des neurones des DRG). Pour essayer de palier a cela et pour
distinguer les neurones proprioceptifs des autres neurones, j'ai essayé de co-marquer les
DRG pour TfR1 et PVALB (bien que I'anticorps anti-PVALB ne soit pas efficace dans les
DRG, section 2.4.2 et Figure 43) (Figure 45) mais sans succes.

De maniere intéressante, une semaine apres traitement post-symptomatique, a 8,5
semaines, aucune différence pour le récepteur a la transferrine n’est observée, entre les
souris Pvalb cKO traitées, non traitées et WT, mais, les neurones proprioceptifs Pvalb
cKOAAV surexpriment la parvalbumine (Figure 45). Par rapport aux DRG WT et Pvalb cKO,
il y a probablement suffisamment de protéine PVALB exprimée par les neurones pour étre
détectée par l'anticorps anti-PVALB. Cette surexpression de la parvalbumine peut traduire
une réponse générale des neurones proprioceptifs une semaine aprés injection du vecteur
viral.

Les niveaux protéiques de TfR1 ainsi que de FRTL (une autre cible de IRP1 lorsque
celui-ci joue un réle de facteur de transcription, identifiée comme sous-exprimée dans les
modeéles non-neuronaux de I'AF, Introduction, Chapitre 1, paragraphe 5) ont été analysés
par Western Blot sur des extraits totaux. Encore une fois, due a la dilution des signaux,
aucune différence n’est observée (données non présentées). De plus, I'anticorps anti-FRTL
gue nous avons au laboratoire ne fonctionne pas en immunofluorescence, aussi bien dans le

cervelet que dans les DRG (données non présentées).
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Figure 46 : Les DRG et le cervelet n’expriment pas différentiellement les génes Mthfd2 et AsnS.
(A) Expression des ARNm AsnS et Mthfd2 dans des DRL lombaires de souris WT et Pvalb cKO de 7,5
semaines, n = 4. (B) Expression des ARNm AsnS et Mthfd2 dans les cervelets de souris WT et Pvalb cKO

de 17,5 semaines, n = 3. Les données sont représentées avec la moyenne + SEM (les WT étant & 100%) et
les valeurs individuelles.
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2.4.5. Génes de stress classiquement associés a la déficience en frataxine

Dans les modeles non neuronaux de I'AF, suite a la déplétion en frataxine et au
déficit des protéines a centre Fe-S, une réponse au stress se met en place dans les cellules
avec par exemple la forte surexpression de genes tel que AsnS et Mthfd2 (Seznec et al.,
2005). Ces génes sont activés en réponse a un stress du réticulum endoplasmique ou a un
stress lié a la dépravation en acide aminés. Dans les DRG lombaires et le cervelet des
souris Pvalb cKO, les niveaux d'expression de ces genes sont similaires aux contrbles
(Figure 46). Comme pour les autres données obtenues sur des extraits totaux, 'absence de
différence entre mutants et contréles ne permet pas de conclure quand a une absence de

réponse au stress due a la potentielle dilution des signaux.
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3. Reésultats complémentaires pour la caractérisation du modele et I'étude de la

neurophysiopathologie

3.1. Mort prématurée des souris Pvalb cKO

Entre 21,5 et 22,5 semaines, I'ensemble des souris Pvalb cKO meurt prématurément.
Pour comprendre les causes de la perte des animaux, nous les avons observés par vidéo-
surveillance. A partir de 21,5 semaines les souris Pvalb cKO souffrent de crises d’épilepsie
intenses et fatales. Ces crises d'épilepsie spontanées peuvent étre expliquées par I'atteinte
des interneurones du cortex cérébral résultant de la déplétion tardive de la FXN suite a
I'expression de la Cre Recombinase (manuscrit Figure S21). Les crises d'épilepsie ne faisant
pas partie du tableau clinique des patients AF, nous n'avons pas étudié cette atteinte plus en
détail. Une autre observation que nous avons faite dans ce cadre est une tendance accrue
des souris Pvalb cKO a développer des convulsions et faire des crises d’'épilepsies lors de
I'euthanasie par injection létale de kétamine/xylazine, aux stades trés tardifs de la maladie

(18,5semaines et plus).

3.2. Analyse du transcriptome des DRG Pvalb cKO

Afin de comprendre les mécanismes pathologiques liés a la déplétion en frataxine
dans les neurones proprioceptifs des DRG, dés le début de mon projet de these, le
transcriptome des DRG a 7,5 semaines a été analysé par séquencage haut débit
(RNAsequencing). L'analyse RNAseq ayant été entreprise avant l'obtention des résultats
démontrant des atteintes des DRG lombaires et non cervicaux et thoraciques, le
transcriptome a été déterminé sur I'entiereté des DRG (Ce, Th et Lu). Le séquencage des
ARNm a été effectué par la plateforme de séquencage de I'lGBMC (Genomeast) et les
données brutes ont été analysées par C. Keime. Pour I'analyse générale des données de
séquencage, lI'expression des genes a été quantifiée. La matrice de corrélation des
échantillons, présentant les similarités générales du profil d’expression entre les échantillons,
est présentée dans la figure 47. Sur cette figure, nous pouvons observer que la corrélation
entre les échantillons, en particulier entre les souris de méme groupe (WT et Pvalb cKO)
n'est pas assez satisfaisante. Par exemple, les souris 187 WT et 190 Pvalb cKO forment un
groupe a part. Ces différences pourraient étre expliquées par un biais introduit lors de la
dissection notamment au niveau des conditions qui n’'étaient pas similaires. En effet, les

souris 187 WT et 190 Pvalb cKO ont été disséquées par F. Piguet et les individus du groupe
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Résultats

WT (7, 194 et 198) et ceux du groupe Pvalb cKO (196, 197 et 199) I'ont été par moi-méme.
Les conditions de dissection, n'ont pas été tout a fait similaires F. Piguet prélevait les DRG
avec les racines dorsales et les prolongements (contenant les axones des DRG et les
cellules gliales), alors que je coupais systématiquement au plus prés du ganglion (corps
cellulaires des neurones principalement).

En considérant I'ensemble des échantillons (n = 4), 47 génes seulement étaient
exprimés différentiellement de maniere significative (26 surexprimés et 21 sous-exprimeés).
Nous avons donc choisi de ne pas prendre en compte les échantillons 187 et 190 pour
'analyse globale de RNAseq (n = 3 pour I'analyse). Pour les six échantillons analysés la
corrélation n’'est pas parfaite (Figure 47) et moins de 200 génes sont différentiellement
exprimés. En fixant une limite de différence d'expression a +1.2x, 69 genes sont surexprimés
et 23 sous-exprimés de maniéere significative (p-value <0.05). Cependant dans cette liste de
92 génes, nombre d’entre eux (35 genes) ont été détectés avec trés peu de « reads » lors du
séquencage rendant leur analyse difficile et peu fiable. Cette liste de génes différentiellement
exprimés étant relativement courte, je n'ai pas réussi, en utilisant des logiciels d’analyse bio-
informatique tel que DAVID (Huang et al., 2009a, 2009b), a identifier des voies clairement
dérégulées dans les souris Pvalb cKO. Ce faible nombre de génes exprimés différemment
dans les DRG Pvalb cKO par rapport aux contrdles était un résultat inattendu aux vues de
l'atteinte sévere de ces animaux a 7,5 semaines. Cependant il peut étre expliqgué par la
proportion minoritaire des neurones proprioceptifs affectés dans notre modéle d’étude (7,5%
des cellules du DRG) et le fait que seuls les neurones des DRG lombaires sont affectés,
diluant ainsi considérablement les signaux pathologiques pour I'ensemble des analyses sur
extraits totaux.

De maniére surprenante, le géne Fxn n’est pas identifi€ comme sous-exprimé dans
cette analyse transcriptomique alors que nous savons que la protéine FXN est déplétée
(Piguet, de Montigny et al., 2018, Figure 1E) dans les neurones exprimant la Cre
Recombinase. En alighant les « reads » obtenus par séquencage sur IGV, pour I'ensemble
des exons du géne Fxn le nombre de « reads » est similaire a I'exception de I'exon 4 (excisé
sous l'action de la Cre Recombinase) pour lequel moins de « reads » sont détectés dans les
souris Pvalb cKO. L'ARNmM Fxn est donc transcrit mais sans I'exon 4 dans les cellules
positives a la parvalbumine, menant a une absence de frataxine et il est transcrit a 50% sans
I'exon 4 dans les autres cellules (Fxn“*). En accord avec les résultats présentés dans la
section 2.4.2 des résultats, le géne Pvalb est identifi€ comme dérégulé dans les souris Pvalb
cKO. Plus précisément, il est significativement sous-exprimé de 2 fois, correspondant a

I'expression d’environ 50% d’ARNm identifiée par gRT-PCR pour les DRG totaux.
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Figure 48 : Schéma général d’activation de géenes associés a la régénérescence (RAG) en réponse
aux dommages axonaux dans le systéme nerveux périphérique.

En cas de dommages axonaux, une réponse cellulaire globale se met en place dans les corps cellulaires
des neurones avec I'activation de nombreux RAG, dont ATF3. Ce facteur de transcription active ensuite
I'expression d’'autre gene (Sprrla, Hsp27 et cJun) et peut s’auto-réprimer. Dans les neurones sains, les

RAG sont trés faiblement exprimés.



Résultats

Les logiciels d’analyse ne permettant pas d'identifier de voies dérégulées dans les
résultats RNAseq en raison de la courte liste de gene identifies comme différentiellement
exprimés, jai analysé manuellement la liste de génes différentiellement exprimés. Il en
ressort un enrichissement de genes exprimés en réponse a la neurodégénérescence
axonale et a la neuropathie sensitive ainsi que des génes codant des protéines de la gaine

de myéline. Ces génes sont présentés dans le tableau 8.

3.3. Dommages axonaux et régénérescence axonale

3.3.1. Activation de I'expression de génes associés a la régénérescence

Le SNP, a linverse du CNS, est capable de régénérescence suite a des lésions
nerveuses. En réponse aux dommages axonaux périphériques, un large programme de
régénérescence est mis en place dans les cellules des DRG avec l'expression de trés
nombreux genes spécifiques associés a la régénérescence, appelés RAG (regeneration
associated genes) (Figure 48) (Kiryu-Seo and Kiyama, 2011). Les RAG peuvent coder pour
différentes familles de protéines (cytosquelette, adhésion cellulaire, croissance axonale,
facteurs trophiques et leurs récepteurs ou encore des facteurs de transcription). Certains de
ces facteurs de transcription, tel que cJUN, ATF3 et STAT3, sont décrits comme des « hub
genes » c’est-a-dire des RAG centraux et majeurs qui activent I'expression d’autres RAG et
régulent le programme global de régénérescence (Kiryu-Seo and Kiyama, 2011; Tedeschi,
2012). Bien que tous les RAG ne soient pas encore connus, de nouveaux candidats sont
régulierement identifiés par des analyses transcriptomiques (Chandran et al., 2016; Zhao et
al., 2018). Généralement, ces génes sont exprimés par les neurones dont les axones sont
endommagés mais les cellules de Schwann alentours peuvent également en exprimer. Dans
les résultats de séquencage, j'ai pu identifier onze génes décrits dans la littérature comme
activés en réponse aux dommages axonaux (soit 20% des génes différentiellement exprimés
+1.2x avec un nombre de « reads » suffisants). Ces génes et les différences d’expression,
ainsi que leur réle, sont présentés dans le Tableau 8. Ces onze RAG sont surexprimés dans
les souris Pvalb cKO mais pour la plupart d’entre eux la différence d’expression est
relativement faible, probablement du fait de la déficience des fibres proprioceptives
uniqguement et du mélange des DRG cervicaux, thoraciques et lombaires donc de la dilution
du signal.
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Figure 49 : Expression des RAG Atf3 et Sprrla dans les DRG lombaires des souris Pvalb cKO en
réponse aux dommages axonaux.

(A) Expression d’Atf3 et Sprrla dans des DRG lombaires a 7,5 ; 10,5 et 18.5 semaines, n =4 ; 7 et 5 selon
I'age respectivement. Les données sont représentées avec la moyenne +SEM et les valeurs individuelles,
graphique en échelle logarithmique. * p<0,05 ; ** p<0.01 ; *** p<0.001. (B) Expression protéique d’'ATF3 a
différents ages dans les DRG lombaires de souris WT et Pvalb cKO. ATF3 : 21kDa, GAPDH : 37kDa.
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3.3.2. Le facteur de transcription ATF3 et ses genes cibles

De maniére intéressante, les deux génes dont les expressions sont les plus modifiées
sont Sprrl et Atf3, respectivement surexprimés 8,7x et 3x. ATF3 est I'un des RAG centraux
(hub gene) qui, au contraire des autres facteurs de transcription majeurs de la
régénérescence, est uniquement régulé au niveau transcriptionnel (Hunt et al., 2012). Les
genes cibles principaux d’ATF3 sont Sprrla, Hsp27 et cJun, mais ce facteur de transcription
est également capable d’'auto-répression (Figure 48). SPRR1a a été décrit comme jouant un
réle dans le croissance axonale (Bonilla et al., 2002) mais la fonction précise de la protéine
n'est pas connue. La surexpression de ces deux génes a été validée a 7,5 semaines dans
des DRG lombaires de souris Pvalb cKO (Figure 49A). Cette surexpression ne semble
cependant pas significative vu la large variabilité observée entre les différents échantillons.
J'ai ensuite analysé I'expression de ces 2 génes RAG a différents temps afin d’'avoir une
idée de la cinétique d’expression du facteur de transcription et de son géne cible. Avant 7,5
semaines, ils ne sont pas exprimés (évaluation a 3,5 et 5,5 semaines) et a 8,5 semaines leur
expression reste variable (données non présentées). A partir de 10,5 semaines et jusqu’a
18,5 semaines Atf3 et Sprrla sont significativement surexprimés dans les souris Pvalb cKO,
avec peu de variabilité entre les échantillons (Figure 49A). Les échantillons WT, présentent,
guant a eux, une variabilité d'expression. De maniere intéressante, on observe une
corrélation parfaite entre I'expression d’Atf3 et de Sprrla, plus Atf3 est exprimé, plus Spprla
I'est aussi. Les autres génes cibles d’ATF3, Hsp27 et cJun, ne présentent aucune différence
d’expression entre souris WT et Pvalb cKO. Les niveaux protéiques d’ATF3 dans des DRG
lombaires a différents ages ont ensuite été évalués par Western Blot (Figure 49B). De par
une faible expression de la protéine, sa détection par WB est complexe et une forte
variabilité d’expression entre les échantillons (WT et Pvalb cKO) ne permet pas de tirer de
conclusion quant a la synthése différentielle de la protéine. L'analyse par qRT-PCR étant
plus sensible, nous sommes en mesure de détecter le signal de surexpression alors que la
dilution des signaux pathologiques (7,5% des cellules sont affectées) limite I'analyse de la
protéine. Pour pallier a cette dilution du signal, jai testé différents protocoles
d'immunofluorescence anti-ATF3 sur des coupes de DRG mais je n’ai rien obtenu de positif.
Dans des neurones sains, ces genes sont exprimés a des niveaux trés bas voire sont non
exprimés. La variabilité entre souris WT peut étre due a I'état des souris au moment des
dissections. En effet, dans des conditions de régénérescence classique, ces réponses se
mettent en place et s’éteignent rapidement. Ainsi on peut supposer que si la souris WT s’est
légérement blessée avant la dissection I'expression d’Atf3 et Sprrla est affectée. Dans la
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Figure 50 : Expression des RAG Atf3 et Sprrla dans les DRG suite aux traitements pré-
symptomatique a 3,5 semaines et post-symptomatique a 7,5 semaines.

(A) Expression d’Atf3 et Sprrla dans les DRG de souris WT, Pvalb cKO non traitées et traitées
a 3,5 semaines agées de 17,5 semaines, n = 7, 6 et 3 respectivement par groupe. (B)
Expression d’Atf3 et Sprrla dans les DRG lombaires de souris WT, Pvalb cKO non traitées et
traitées a 7,5semaines et sacrifiées a 18,5 semaines, n = 5. Les données sont représentées

avec la moyenne +SEM et les valeurs individuelles, graphique en échelle logarithmique. *
p<0,05 ; ** p<0.01 ; *** p<0.001.
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littérature, I'activation du RAG ATF3 et de ses génes cibles est validée par I'analyse des
transcrits et rarement par les niveaux protéiques.

Nous pouvons donc conclure que [l'absence de frataxine conduit a des
dégénérescences axonales et une neuropathie qui entrainent la surexpression de certains
genes associés a la régénérescence. Pour les autres RAG, des hybridations in situ et
immunofluorescences seront nécessaires pour valider leur surexpression et contourner le
probleme de dilution des signaux.

Les niveaux d'expression de ces deux génes ont également été évalués dans les
DRG de souris Pvalb cKO traitées par thérapie génique. Suite au traitement pré-
symptomatique a 3,5 semaines, ces deux RAG ne sont pas activés et leur expression est
similaire a celle des WT a I'age d’analyse soit 17,5 semaines (Figure 50A). A l'inverse, dans
les DRG lombaires des souris traitées a 7,5 semaines et sacrifiées a 18,5 semaines,
I'expression d’Atfr3 et Sprrla est au méme niveau que dans les DRG Pvalb cKO non traitées
(Figure 50B). L'expression de ces RAG n’est pas inattendue. En effet, a 7,5 semaines, le
processus de régénérescence s’active en réponse aux dégénérescences des neurones et a
la neuropathie sensitive. A I'instar des souris Pvalb cKO non traitées dans lesquelles les
déficiences progressent et sont trop séveres pour une régénérescence axonale, dans les
souris traitées la régénérescence est efficace, comme observée en microscopie électronique
avec une structure normale des nerfs sciatiques (Piguet, de Montigny et al., 2018, Figure
6G). Le fait que I'expression soit encore supérieure aux souris WT peut traduire une
correction non totale au niveau moléculaire avec des fibres traitées et d’autres fibres qui
dégénérent légérement. Cependant cette correction partielle est suffisante pour des

phénotypes comportementaux et physiologiques normaux.

3.4. Neuropathie moléculaire présentée par les souris Pvalb cKO

Dans les résultats du RNAseq, accompagnant la surexpression de RAG en réponses
aux dommages axonaux, on observe une surexpression de génes codants pour des
protéines de structure de la gaine de myéline ou associées a la gaine de myéline (Tableau
8). La surexpression de génes codant pour des protéines de la myéline (Mbp, Mpz, Mag et
Pmp22) dans les DRG n'a pas pu étre mise en évidence par qRT-PCR (données non
présentées). En effet, dans le RNAseq (technique particulierement sensible) la
surexpression de ces genes est faible (entre 1,59 et 1,34x) et les P-value, bien que
significatives, sont relativement élevées pour une analyse transcriptomique. Cependant,

comme nous observons une perte de la sensitivité aprés stimulation du nerf sciatique
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Figure 51 : La gaine de myéline dans le systeme nerveux périphérique.

Les cellules de Schwann myélinisantes forment la gaine de myéline autour des axones avec un
ratio 1 :1. Pour la formation de la gaine de myéline, les axones de plus de 1um expriment le
facteur NRG1 type Ill a leur surface (schéma de gauche). Lors d’un contact avec une cellule de
Schwann, NRG1 type Ill se lie aux récepteurs dimérisés erbB2/erbB3 et la voie de signalisation
des PI3K est activée dans les CS. Cette voie de signalisation conduit a I'expression du facteur de
transcription majeur de la myélinisation EGR2 (encodé par Krox20) qui active I'expression des
genes Mbp, Mpz, Mag ou encore Pmp22. Ces génes codent pour les protéines structurales de la
myéline (schéma a droite). MBP et MAG sont retrouvés dans le PNS et dans le CNS alors que PO
(Mpz) et PMP22 sont spécifiques du PNS.




Résultats

(Piguet, de Montigny et al., 2018, Figure 1D) et une neuropathie progressive (Piguet, de
Montigny et al., 2018, Figure 2F), les nerfs sciatiques ont été analysés au niveau
moléculaire, plus précisément au niveau de la myéline et de la réponse des cellules de
Schwann (CS).

Dans le PNS, les cellules de Schwann différenciées myélinisent les axones d'un
diameétre supérieur & 1 pum en enroulant leur membrane autour de l'axone en cercles
concentriques (Salzer, 2015). Une CS myélinise un axone (ratio 1:1) et les axones sont
myélinisés par plusieurs CS. Il y a une corrélation positive entre le diamétre de I'axone
myélinisé et I'épaisseur de la gaine de myéline. Pour les axones inférieurs a 1 um de
diamétre, une CS non myélinisante encercle plusieurs axones, formant un support trophique
et métaboligue essentiel et correspondant aux Remak Bundle. Classiquement, les axones de
plus de 1um de diamétre expriment en leur surface la neuréguline 1 type Il (NRGL1 type 11,
élément clé d'initiation de la myélinisation (Taveggia et al., 2005). L'épaisseur de la myéline
dépend de la quantité de facteur NRG1 type Il exprimée par les neurones. Les CS
expriment en leur surface les récepteurs dimérisés erbB2/erbB3 qui interagissent avec
NRGL1 type lll lorsque I'axone et la CS sont a proximité I'un de l'autre (Figure 51). Cette
interaction active la voie des PI3K dans les CS menant a I'expression de Krox20 codant pour
le facteur de transcription EGR2. EGR2 est le régulateur majeur de la myélinisation dans le
SNP et conduit a la transcription des génes codant pour les protéines de structure de la
myéline (Mbp, Mpz, Mag, Pmp22) et les composants biosynthétiques de la synthése des
lipides de la myéline (Figure 51, partie de gauche) (Salzer, 2015). La maintenance du
phénotype myélinigue des CS nécessite I'expression continue de Krox20 et I'activation
constante de cette cascade moléculaire. Si le contacte entre I'axone et la cellule de Schwann
est rompu, en cas de dommage axonal par exemple, cette voie de signalisation s'éteint,
entrainant la dédifférenciation de la CS qui exprime alors le marqueur de dédifférenciation
p75. Au niveau de sa structure la gaine de myéline est composée de nombreux lipides et de
protéines spécifiques (Figure 51, partie de droite). MBP (myelin basic protein) est la protéine
majeure de la myéline et agit comme un velcro moléculaire entre les différentes couches
formées par les membranes adjacentes de CS. PO, codé par le géne Mpz, entraine la
compaction de la myéline alors que MAG est une protéine de la myéline non compacte.

Aux vues de I'ensemble des résultats précédents, la formation et la maintenance de
la gaine de myéline ont été évaluées dans les nerfs sciatiques des souris Pvalb cKO par
rapport aux souris contréles. Dans un premier temps, a 5,5 semaines, on observe une
dérégulation de I'expression des genes de la myéline chez les souris mutantes avec la

surexpression significative de Krox20 et de ces génes cibles : Mpz, Mag, Pmp22 et Mbp
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Figure 52 : La neuropathie est associée a des déficiences dans I'expression de genes de la

myeéline.

(A) Expression de Krox20, Mbp, Mpz, Mag, Pmp22 et p75 dans des nerfs sciatiques a 5,5; 7,5 et
17,5 semaines,n=5a5,5et 7,5s et n = 3 a 17,5s. (B) Expression de MBP (différents isoformes :

18,5 et 21kDa) a 3,5; 5,5 et 7,5 semaines dans des nerfs sciatiques de souris WT et Pvalb cKO.

CNX (90kDa) est utilisé comme contréle interne. Les données sont représentées avec la moyenne +
SEM et les valeurs individuelles. * p<0,05 ; ** p<0.01.
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(tendance non significative pour ce dernier géne) (Figure 52A). Ensuite, a 7,5 semaines le
profil d’expression de ces génes est inversé : Krox20 n’est plus surexprimé par les CS Pvalb
cKO (tendance a une diminution de I'expression mais non significative) et les génes codants
pour les protéines de structure de la myéline sont significativement sous-exprimées (Mbp,
Mpz, Mag et Pmp22) (Figure 52A). Ces derniers profils d’expression sont similaires a 17,5
semaines mais avec moins d'échantillons analysés. Pour les trois ages analysés, le
marqueur de dédifférenciation p75 est largement surexprimé dans les nerfs Pvalb cKO par
rapport aux contréles, avec une forte variabilité (Figure 52A). Les niveaux protéiques de
MBP ont ensuite été analysés a différents temps (3,5 ; 5,5 ; et 7,5 semaines) dans les nerfs
sciatiques des souris Pvalb cKO et WT mais aucune différence d’expression n’a pu étre mise
en évidence (Figure 52B). Au niveau histologique dans les nerfs sciatiques Pvalb cKO les
fibres sensitives sont affectées mais les larges fibres motrices sont intactes (Piguet, de
Montigny et al., 2018, Figure 2F). Sachant que I'épaisseur de la myéline est fonction du
diameétre de I'axone, il est possible que I'absence de différence de quantité de protéine MBP
observée par Western Blot dans les nerfs sciatique résulte de la dilution du signal émis par
les cellules de Schwann qui myélinisent les fibres proprioceptives et de la forte expression
de MBP par les cellules de Schwann entourant les fibres motrices (gaine de myéline trés
épaisse). En effet, a 'age d'analyse les gaines de myélines autour des axones sont déja
formées et les protéines résident dans cette gaine. De maniére inverse, lorsque cette gaine
de myéline est en place, les génes codant pour les protéines de structures ne sont que peu
transcrits, nous permettant d’observer les différences au niveau de leur expression dans les
souris Pvalb cKO (Figure 52A). Entre 5,5 et 7,5 semaines il y a donc un changement de
profil dans I'expression de ces génes traduisant une aggravation des dysfonctionnements en
accord avec la neuropathie progressive. Ainsi les défauts histologiques des nerfs sciatiques

correlent avec des déficiences moléculaires chez les souris Pvalb cKO.

111






Résultats

4. Isolement des neurones proprioceptifs pour leur analyse spécifique

Les analyses et interprétations moléculaires pour le modele Pvalb cKO sont
compliquées en raison de la dilution des signaux, nos cellules d'intérét représentant
seulement 7,5% des cellules du DRG et 15% des neurones sensitifs. En effet, travailler sur
des extraits totaux d’ARNm ou de protéines ne permet pas d’identifier la majorité des
dysfonctionnements moléculaires qui ménent aux phénotypes décrits dans le manuscrit.
Trés peu de génes sont différentiellement exprimés dans le RNAseq et les génes validés par
gRT-PCR comme dérégulés sont ceux présentant une tres forte sur/sous-expression. Pour
les niveaux protéiques, il en est de méme, par exemple pour la SDH, nous observons une
diminution de [lactivité enzymatigue SDH dans quelgues neurones (marquages
histoenzymatiques) mais la mesure de l'activité SDH sur extraits totaux ne permet pas
d’identifier cette déficience et les niveaux protéiques par Western Blot restent similaires (la
SDH est déstabilisée en absence de Fe-S, données non présentées). Ces éléments limitent
donc I'étude et la compréhension de la neurophysiopathologie de I'AF.

Ainsi, nous pouvons nous poser la question: quels sont les événements et
dysfonctionnements moléculaires dans les neurones proprioceptifs qui ménent a la
neurodégénérescence et a la neuropathie a la suite de la déplétion en frataxine et au déficit
des centres Fe-S ? Pour identifier la signature moléculaire des neurones proprioceptifs et ne
pas avoir de probléme de dilution, notre but est d’isoler spécifiquement ces neurones
déplétés en frataxine et les analyser par NGS aussi bien a des temps précoces que tardifs
pour l'identification des événements primaires et secondaires respectivement. Pour cela, j'ai
dans un premier temps généré un modéle murin permettant de sélectionner les neurones
proprioceptifs des autres cellules. Ensuite, apres avoir établi la technique d’isolement de ces
cellules, les différentes populations ont été analysées pour valider I'approche dans le but

d’effectuer de nouvelles analyses transcriptomiques.

4.1. Souris Pvalb cKO mT/mG

Afin d’isoler spécifiqguement les neurones proprioceptifs (déplétés en frataxine) des
autres cellules (non déplétées en frataxine) des DRG, nous utilisons la souris reporter
double-fluorescente mT/mG (Muzumdar et al., 2007). Cette souris exprime une Tomato
membranaire (mTomato) dans I'ensemble des cellules grace a une construction mT/mG.
Cette construction est composée du gene codant pour la mTomato, entouré de sites LoxP,

suivi d’'un géne codant pour une GFP membranaire (mGFP). Ainsi, sous l'action de la Cre
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(A) Chez les souris Pvalb cKO mT/mG, sans activité de la Cre, la frataxine est exprimée ainsi qu’une
mTomato. Sous l'action de le Cre, I'exon 4 du géne Fxn et le géene mT sont excisés menant a
'expression d'une mMGFP et une absence de frataxine dans les mitochondries. (B) Images
représentatives de cervelet de souris Pvalb mT/mG a 15 semaines avec tissus fixés avant dissection.
Barres de taille, 100um. (C-D) Images représentatives de DRG Pvalb mT/mG a 15 semaines avec tissus
fixés avant dissection (C) et a 8,5 semaines sans fixation des tissus (D). Barres de taille, 100um. (E)
Coupes adjacentes de DRG de souris Pvalb cKO mT/mG de 8,5 semaines avec a gauche un marquage
histoenzymatique SDH et a droite une immunofluorescence anti-GFP et la fluorescence endogéne pour
la Tomato. Les cercles bleus correspondent aux neurones SDH négatifs reportés sur I'image de droite et

les cercles roses correspondent aux neurones GFP positifs reportés sur I'image de gauche.
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Recombinase, le gene mTomato est excisé et le gene mGfp s’exprime (Figure 53A). Une
souris Pvalb cKO portant cette construction mTmG, appelée Pvalb cKO mT/mG ci-aprés a
été générée (souris Fxn & : Pyalp™iCreani . GHROSA)26SormHACTEWTomato, EGFP)LU0/)
(Figure 53A). Ces souris présentent les mémes phénotypes que les souris Pvalb cKO. Dans
les DRG de ces souris, les cellules n'exprimant par la Cre Recombinase expriment la
frataxine (souris hétérozygotes donc 50% de FXN) ainsi que la mTomato (cellules FXN+,
GFP-) et a linverse les cellules exprimant la Cre Recombinase (promoteur Pvalb donc
uniguement les neurones proprioceptifs) sont négatives pour la frataxine et expriment la
MGFP (FXN-, GFP+). Dans cette étude, le contréle que nous utilisons est une souris Pvalb
¢WT mT/mG (souris Fxn " ; Pvalp™CeAP™N - GHROSA)26Sor™m4ACTE tdTomato EGFPILUOLY 4fin
d’avoir également I'expression de la mGFP dans les neurones proprioceptifs controles.

Dans un premier temps j'ai analysé les fluorescences mTomato et mGFP chez des
souris Pvalb mT/mG (Pvalb™C®AP™ - GH{ROSA)26Sorm4ACTBtdTomato EGFRILION) - Cette souris
MT/mG n’est pas utilisable pour I'étude du SNC, la mTomato est trés peu exprimée et tres
instable et la mGFP trés diffuse avec un bruit de fond important, rendant I'étude sur coupes
histologiques délicate (Figure 53B). Cependant, au niveau des cellules de Purkinje on
remarque une absence totale d’expression Tomato (Figure 53B). Dans le PNS pour les
DRG, on observe une expression de la mTomato dans la plupart des cellules et une
expression mGFP, remplacant la mTomato, uniguement dans certains larges neurones, pour
des coupes issus de tissus fixés pendant 24 heures dans la PFA avant dissection des DRG
(Figure 53C). Au contraire, sans fixation des tissus avant dissection les fluorescences
mTomato et mGFP sont trés instables, diffuses et il semblerait aspécifique pour la mGFP
(Figure 53D) (méme avec une immunofluorescence anti-GFP). L'utilisation de cette souris
au niveau histologique est donc délicate.

Néanmoins, dans le but de valider le déficit de I'activité SDH spécifiquement dans les
neurones proprioceptifs déplétés en frataxine chez les souris Pvalb cKO (Piguet, de
Montigny et al., 2018, Figure 3A), j'ai essayé de combiner le marquage histoenzymatique
SDH et les propriétés fluorescentes de la souris Pvalb cKO mT/mG. Les neurones
proprioceptifs de ces souris (PVALB positifs) devraient étre mGFP positifs et SDH négatifs.
Cependant, le co-marquage histoenzymatique SDH et fluorescence (endogéne ou
immunofluorescence anti-GFP) ne fonctionne pas. J'ai donc essayé de faire des marquages
histoenzymatiques SDH et des immunofluorescences anti-GFP sur des coupes adjacentes
mais, je n'arrive pas a faire de corrélation entre les neurones SDH négatifs et les cellules
MGFP positives (Figure 53E, cercles bleus et roses). Cette absence de corrélation provient

vraisemblablement du fait que 'activité histoenzymatique SDH nécessite des tissus non fixés
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Figure 54 : Isolation des neurones proprioceptifs des DRG de souris Pvalb Fxn mT/mG par
FACS.

(A) Schéma de la technique développée pour isoler les neurones proprioceptifs des autres cellules
des DRG. Apres dissection des DRG, les cellules sont dissociées et triées par FACS. (B) Profils
représentatifs de FACS des cellules GFP positives (en rouge) et GFP négatives (en bleu) sur des
DRG dissociés Pvalb cWT mT/mG et Pvalb cKO mT/mG et le contréle négatif WT mT/mG . Les

cercles roses, oranges et jaunes indiquent différentes populations de cellules GFP négatives.
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présentant donc des fluorescences mTomato et mGFP instables et aspécifique (pour la
MGFP).

4.2. Isolement par FACS des neurones proprioceptifs des souris Pvalb cKO mT/mG

Bien que l'utilisation de la souris Pvalb cKO mT/mG pour des analyses histologiques
soit limitée, la cytométrie de flux étant plus sensible en termes de détection de fluorescence,
jai testé lisolement de neurones proprioceptifs (dissociation des DRG puis cytométrie de
flux) (Figure 54A). Aprés différents essais de dissociation des DRG, j'ai établi un protocole
de dissociation efficace avec peu de perte des cellules (adapté d’'un protocole publié en ligne
de M. Hoshi). Les cellules ont ensuite été triées par FACS (Fluorescence activated cell
sorting). Les différents tests de dissociation et de FACS réalisés jusqu’a présent ont été
effectués sur des animaux Pvalb cKO mT/mG et leur contrdles Pvalb cWT mT/mG ainsi que
des animaux WT mT/mG (contrdle négatif) de 7,5 semaines. La technique établie et les
profils de FACS obtenus sont présentés dans la figure 54. Pour I'ensemble des souris
mutantes et contrbles les profils de FACS et les quantités de cellules isolées sont
relativement similaires (a I'exception de deux souris Pvalb cKO mT/mG) (Figure 54B,
Tableau 9). Une mince population de cellules GFP positives est identifiée (Figure 54B,
cellules rouges). En moyenne, nous arrivons a en isoler 800, ce qui représente moins de
1,5% des cellules totales triées (Tableau 9). Les neurones proprioceptifs correspondant a
7,5% des cellules des DRG, on pourrait s'attendre a isoler d’avantage de neurones GFP
positifs. Cependant, nous avons choisi d'étre stringent pour la sélection et l'isolement des
cellules GFP positives afin d’avoir le meilleur enrichissement possible expliquant le faible
pourcentage GFP+. De maniére intéressante, dans I'ensemble des échantillons, on observe
trois groupes de cellules dans la population GFP- (Figure 54B, cercles roses, oranges et
jaunes). Ces différentes populations peuvent correspondre aux différents types de neurones
autre que les proprioceptifs c'est-a-dire les neurones nociceptifs et mécanoréceptifs ainsi
gu'aux cellules non neuronales des DRG. Pour de futurs tris, I'isolement spécifique de ces
différentes populations (en fonction de leur taille) permettrait d’évaluer a quel groupe elles
correspondent. Il semble donc que cette technique soit bien reproductible entre les
échantillons (a I'exception des deux échantillons avec un profil de FACS différents grisés

dans le Tableau 9).
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Souris 7.5 semaines Nombre total de Nombre de Nombre de Pourcentage de
’ cellules cellules GFP- | cellules GFP+ | cellules GFP+
60250 60250
WT mT/mG 64500 64500 contrdles négatifs
93200 93200
92000 92000
6150 6000 150 2,3%
14130 12900 1230 9,1%
Pvalb cWT mT/mG 96080 95200 880 1,0%
35400 34900 500 1,5%
82270 81600 670 0,8%
139600 138700 900 0,7%
10800 9700 1100 10,7%
52050 51200 850 1,7%
54055 53135 920 1,8%
Pvalb cKO mT/mG 76850 75950 900 1,3%
106270 105500 770 0,8%
106860 105740 1120 1,1%
76380 75500 880 1,2%
55450 54850 600 1,1%
67000 66500 500 0,8%

Tableau 9 : Résultats d’isolation des cellules GFP+ par FACS avec le nombre de cellules GFP
positives et GFP négatives pour chaque échantillon et le pourcentage de cellules GFP+. Les cellules

grisées correspondent a des échantillons avec un profil de FACS légérement différent des autres.
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4.3. Validation des populations isolées par FACS

Bien que peu de cellules GFP+ soit isolées par FACS, la quantité de matériel obtenue
est suffisante pour analyser les différents groupes de cellules au niveau transcriptomique.
Jai donc évalué les niveaux d'expression de certains marqueurs dans les différentes
populations pour valider I'enrichissement en neurones proprioceptifs dans les populations
GFP positives (Figure 55). Les différentes populations de cellules que nous obtenons apres
le tri des cellules sont :

WT mT/mG GFP- : I'ensemble des cellules dissociées des DRG (contrble négatif).

Pvalb cWT mT/mG GFP- : cellules de DRG cWT sans les neurones proprioceptifs.

Pvalb cWT mT/mG GFP+ : neurones proprioceptifs controles.

Pvalb cKO mT/mG GFP- : cellules de DRG cKO sans les neurones proprioceptifs.

Pvalb cKO mT/mG GFP+ : neurones proprioceptifs mutants.
Les niveaux d’expression de Gfp, Fxn, Pvalb et TrkA (marqueur des neurones nociceptifs)
ont été évalués par gRT-PCR (Figure 55). Pour les marqueurs Fxn et TrkA le contrble avec
la moyenne fixée a 100% est la population Pvalb cWT mT/mG GFP-. Au contraire, pour les
marqueurs Gfp et Pvalb la population Pvalb cWT mT/mG GFP+ correspond au contrble avec
la moyenne fixée a 100%.

Pour I'expression Gfp, comme attendue, les populations Pvalb cKO mT/mG GFP+ et
Pvalb cWT mT/mG GFP+ expriment le géne (Figure 55). On détecte également une légére
expression dans les populations GFP-. On peut I'expliquer par la sélection stringente des
cellules GFP+ (en moyenne moins de 2% des cellules isolées) et donc la présence de
cellules GFP+ dans ces populations. Cependant I'expression dans le contréle négatif est
aberrante, en effet trois échantillons sont au méme niveau que les Pvalb cWT mT/mG GFP+,
on peut donc se poser la question d'une non-spécificité des oligonucléotides GFP utilisés.
L'échantillon représenté en rouge présente une expression différente des autres échantillons
pour les genes Fxn et TrkA, je suppose donc qu'il y a eu une contamination ou un probléme
lors de I'extraction des ARNm ou au cours de la réverse transcription.

Pour I'expression Fxn les résultats sont encourageants. En effet, sur les dix souris
Pvalb cKO mT/mG, sept échantillons GFP+ présentent une absence totale de Fxn et les trois
autres échantillons expriment une quantité réduite d’ARNm Fxn (20, 19 et 12%) (Figure 55).
Dans la population contréle Pvalb cWT mT/mG GFP+ on retrouve les 50% de transcrits Fxn
attendus (44% en moyenne) avec une différence significative par rapport aux cellules
mutantes GFP+. La population Pvalb cKO mT/mG GFP- (attendue a 50% d’expression de
Fxn) fluctue entre 44 et 70% d’expression de Fxn avec de la variabilité mais une différence
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Figure 55 : Validation moléculaire de I'isolation des neurones proprioceptifs des autres cellules
cellules des DRG.

(A) Expression du transgéne Gfp, du gene Fxn et des marqueurs de neurones proprioceptifs (Pvalb)
et nociceptifs (TrkA) dans les populations de cellules isolées par FACS (GFP+ et GFP-) de souris
Pvalb cKO mT/mG et Pvalb cWT mT/mG. Les échantillons WT mT/mG correspondent aux contréles
négatifs du FACS. n = 4 WT mT/mG, n =5 Pvalb cWT mT/mG et n = 10 Pvalb cKO mT/mG. Les
données sont représentées avec la moyenne + SEM et les valeurs individuelles. Pour les niveaux
d’ARNm GFP et Pvalb, la moyenne des échantillons Pvalb cWT mT/mG GFP+ a été fixée a 100%.
Pour les niveaux d’ARNmM Fxn et TrkA, la moyenne des échantillons Pvalb WT mT/mG GFP- a été
fixée a 100%. Les chiffres a cété des barres d’erreur indiquent la moyenne des échantillons du
groupe. Pour le groupe WT mT/mG, le point rouge correspond au méme échantillon, il en est de
méme pour le groupe Pvalb cWT mT/mG GFP- avec les points verts et bleus. Les échantillons du
groupe Pvalb cKO mT/mG GFP+ présentant des profils de FACS différents sont représentés en
orange et violets. * p<0,05 ; ** p<0.01 ; *** p<0.001 ; **** p<0.0001

e Pvalb cWT mT/mG GFP-
Pvalb ¢cKO mT/mG GFP-
® Pvalb ¢cWT mT/mG GFP+
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significative par rapport au contréle GFP-, dans lequel de la variabilité est également
observée.

Enfin les profils des marqueurs de neurones proprioceptifs (Pvalb) et nociceptifs
(TrkA) sont inversement corrélés (Figure 55). En effet le marqueur Pvalb est uniquement
exprimé par les populations Pvalb cWT mT/mG GFP+ et Pvalb cKO mT/mG GFP+ alors que
le marqueur TrkA est faiblement exprimé par ces populations mais il est fortement exprimé
par les cellules GFP. Pour I'expression de TrkA dans les Pvalb cKO mT/mG GFP+, les deux
échantillons qui présentent une plus forte expression (15 et 36%) sont les deux échantillons
grisés dans le tableau 9 (en orange et violet dans la figure 55). Le contréle négatif WT
mT/mG exprime TrkA a des niveaux différents entres les échantillons et exprime faiblement
le géne Pvalb.

Les résultats obtenus pour lI'ensemble de ces marqueurs valident donc notre
approche visant a isoler spécifiguement les neurones proprioceptifs avec d'un cété les
neurones proprioceptifs Fxn-, Pvalb+, TrkA-, GFP+ et de l'autre une population mixte Fxn+,
Pvalb-, TrkA+, GFP- pour les animaux Pvalb cKO mT/mG. Pour les deux échantillons Pvalb
cKO mT/mG grisés dans le Tableau 9, avec des profils de FACS différents on observe un
enrichissement/diminution dans les marqueurs d’intéréts mais avec probablement des
contaminations de cellules GFP- dans la population GFP+ (en orange et violet dans la figure
55). Les échantillons marqués en bleu et vert dans le groupe Pvalb cWT mT/mG GFP-
expriment fortement les ARNm Fxn et TrkA, que I'on pourrait expliquer par une plus faible
contamination par des cellules GFP positives par rapport aux autres échantillons de ce
groupe. Mis a part pour les échantillons présentant un profil de FACS différents, je
proposerai que la variabilité puisse étre attribuée aux difficultés techniques encourues pour
faire la gPCR en raison de la faible quantité de matériel. Ainsi, malgré ces variabilités entre
les échantillons d’'un méme groupe, la technique semble reproductible. Pour une analyse
NGS, nous aurons suffisamment de matériel aprées l'isolement des cellules et nous pourrons
nous baser sur la qualité des profils de FACS pour valider ou non I'analyse transcriptomique

de ces échantillons.

4.4, Stratégie expérimentale pour 'analyse NGS

Dans le but d’identifier les signatures moléculaires des neurones proprioceptifs déplétés
en frataxine ainsi que les réponses des cellules voisines, une analyse transcriptomique des
différentes populations isolées par cette technique va étre effectuée. Plus précisément, pour
cette analyse NGS, deux ages vont étre analysés pour caractériser les signatures précoces
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Age Génotype Nombre (n) [ Groupe
Pvalb cKO mT/mG | GFP+ |neurones proprioceptifs 8 1
Pvalb ¢cWT mT/mG | GFP+ |neurones proprioceptifs 8 2

558 Pvalb cKO mT/mG | GFP- |cellules des DRG sans les neurones proprioceptifs 8 3
Pvalb cWT mT/mG | GFP- |cellules des DRG sans les neurones proprioceptifs 8 4
Pvalb cKO mT/mG | GFP+ |neurones proprioceptifs 8 5
Pvalb cWT mT/mG | GFP+ |neurones proprioceptifs 8 6

s Pvalb cKO mT/mG | GFP- |cellules des DRG sans les neurones proprioceptifs 8 7
Pvalb cWT mT/mG | GFP- |cellules des DRG sans les neurones proprioceptifs 8 8

Tableau 10 : Echantillons prévus pour I'analyse transcriptomique des neurones proprioceptifs

isolés. Une analyse de 64 séquences est prévue.




Résultats

et tardives de la maladie et évaluer sa progression. Nous allons donc effectuer les analyses
RNAseq a 3,5 semaines, age auquel les souris présentent les premiers défauts de
coordination et les premiers signes de neuropathie et, a 7,5 semaines lorsqu’elles présentent
une perte de l'onde sensitive, une neuropathie sévére et des DRG en dégénérescence
(Figure 39). Les différents échantillons prévus pour cette analyse transcriptomique ainsi que
leur nombre sont présentés dans le tableau 10. Pour I'analyse des données, afin d'identifier
les voies spécifiguement affectées dans les neurones proprioceptifs suite a I'absence de
frataxine le groupe 1 sera analysé par rapport au groupe 2 (réponses précoces) et le groupe
5 par rapport au groupe 6 (réponses tardives) (Pvalb cKO mT/mG GFP+ vs Pvalb cWT
mT/mG GFP+ aux deux ages) (Tableau 10). La réponse des cellules environnantes et
tissulaire a l'absence de frataxine dans les neurones proprioceptifs sera évaluée en
comparant les groupes 3 et 4 a 3,5 semaines ainsi que 7 et 8 a 7,5 semaines (Pvalb cKO
mT/mG GFP- vs Pvalb cWT mT/mG GFP- aux deux ages). Enfin la comparaison des
résultats pour les souris de méme génotype au méme age mais GFP + et GFP- (groupes 1-3
et 5-7, Pvalb cKO mT/mG GFP+ vs Pvalb cKO mT/mG GFP- et Pvalb cWT mT/mG GFP+
vs Pvalb cWT mT/mG GFP- respectivement) apportera des précisions sur les mécanismes
moléculaires affectés dans I'AF. Les voies moléculaires identifiées comme dérégulées en
réponse a l'absence de frataxine seront ensuite validées au niveau transcriptomique par
gRT-PCR sur des échantillons isolés par FACS et au niveau protéique par
immunofluorescences sur des coupes de DRG Pvalb cKO et contrbles. Cependant, je pense
gue la faible quantité de matériel obtenu apres isolement des neurones proprioceptifs par
FACS ne permettra pas d’évaluer les niveaux protéiques par Western Blot ou faire des

analyses protéomiques pas spectrométrie de masse.
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Discussion

Dans un premier temps, je discuterai les résultats obtenus pour la caractérisation du
modele Pvalb cKO et I'étude de la neurophysiopathologie de I'ataxie de Friedreich. Puis,
dans un deuxiéme temps, je discuterai les résultats de I'approche de thérapie génique ainsi
que des considérations plus générales sur les approches thérapeutiques pour I'AF. Je
partirai de la discussion de I'article co-signé avec F. Piguet. Je ne reprendrai pas I'entiéreté
de la discussion mais je développerai d’avantage certains éléments et je discuterai

également les résultats supplémentaires que j'ai obtenus.

1. La neurophysiopathologie de I'ataxie de Friedreich et le modele murin Pvalb cKO

1.1. Modéle souris Pvalb ckKO

Nous avons généré et caractérisé un nouveau modeéle murin conditionnel avec une
déplétion totale de la frataxine dans les cellules exprimant la parvalbumine, qui récapitule la
ganglionopathie et la neuropathie sensitive de I'AF. La figure 39 résume les différentes
atteintes comportementales, physiologiques, histologiques et moléculaires observées chez
les souris Pvalb cKO.

Ce nouveau modele présente de nombreux avantages pour l'étude de I'AF, en
reproduisant certains symptomes décrits chez les patients. Il est également pertinent pour
I'évaluation d’approches thérapeutiques. Les souris développent rapidement une ataxie
proprioceptive progressive et une neuropathie sensitive, associées a la déficience en
frataxine. Jusqu'a 8 semaines, ces atteintes sensitives sont uniques, conférant donc une
fenétre d'étude spécifique. De maniére trés intéressante, la perte de l'onde sensitive,
mesurée par électromyogramme, est un événement précoce de l'atteinte sensitive, non
dépendante de I'absence des neurones. Les neurones sensitifs sont encore présents mais
I'on observe déja un défaut électrophysiologique (Piguet, de Montigny et al., 2018, Figure
1D, 2B). A l'ataxie sensitive s’additionne, a partir de 8 semaines, une ataxie cérébelleuse qui
résulte de la déplétion de la frataxine dans les cellules de Purkinje et les noyaux gris
profonds du cervelet. Cependant, ce modéle conditionnel, bien que robuste, ne remplit pas
I'ensemble des critéres du modéle « idéal » de I'AF et présente des limitations. Tout d’abord,
les cellules dans laquelle la Cre-Recombinase est exprimée présentent une absence totale
de frataxine, au contraire des patients, qui expriment des taux résiduels d'une frataxine
fonctionnelle. Les effets observés dans notre modéle sont donc probablement beaucoup plus
drastiques et sévéres que les effets résultants de la diminution transcriptionnelle du géne. De

plus, nous observerons les défauts uniquement liés aux cellules déplétées en frataxine, les
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autres cellules étant hétérozygotes pour la frataxine. Ce modele ne permet donc pas de
comprendre le réle des cellules de Schwann dans les DRG dans I'AF par exemple. Cette
composante gliale est considérée comme jouant un rdle dans I'AF, soit en apportant un
soutien aux neurones (les cellules satellites des patients exprimeraient plus de frataxine que
cellules satellites controles dans les DRG (Koeppen et al., 2016)), soit en aggravant le
phénotype (perte du support trophique). Cependant, les résultats obtenus avec les souris
Pvalb cKO tendent & montrer que les dysfonctions des neurones proprioceptifs peuvent se
produire de maniére autonome en absence de frataxine. ldéalement, des modéles murins
possédant de trés grandes expansions GAA ou des co-cultures de neurones sensitifs et de
cellules de Schwann, différenciées d'iPSC de patients, permettraient d'évaluer cette
composante gliale. Ensuite, avec la Cre Recombinase sous le contrdle du promoteur
parvalbumine, la frataxine est déplétée dans les interneurones du cortex (tardivement par
rapport a la pathologie proprioceptive) menant a des crises d'épilepsies et une mort
prématurée des souris (non spécifique de I'AF). Cette mort prématurée représente I'une des
limites principales, si ce n'est la limite majeure de ce modele. En effet, chez les souris
mutantes, jusqu'a 21 semaines, seuls les DRG lombaires présentent des déficiences
(tendance a une perte neuronale, déficit de I'activité SDH) alors que les neurones des DRG
cervicaux et thoraciques sont intacts (Piguet, de Montigny et al., 2018, Figure 2B, 3A, S3C).
On peut se demander si avec la progression de la maladie (aprés 21 semaines), des
dégénérescences aux niveaux des DRG cervicaux et thoraciques seraient également
observées (reproduisant I'atteinte des membres inférieurs précédant celle des membres
supérieurs chez les patients). En parallele, cette mort précoce nous empéche d'évaluer la
possible dégénérescence des afférences des neurones sensitifs des DRG, dans les
faisceaux et tractus de la moelle épiniére. Enfin, et comme tout modele d’étude murin, il y a
de nombreuses différences entre 'Homme et la souris. En effet, le contexte génétique n’est
pas le méme et des différences au niveau de certains tissus existent. Par exemple, dans les
DRG la quantité de cellules satellites est dépendante de la taille du DRG. Les DRG de souris
contiennent donc moins de cellules satellites que les DRG humains (Koeppen et al., 2016).
L'étude des cellules satellites, de leur prolifération et de leur réle est donc limitée dans les

modeéles souris de I'AF.

1.2. La spécificité cellulaire de I'AF et les niveaux de frataxine

Une grande question dans le domaine de I'AF concerne la spécificité tissulaire et

cellulaire de la maladie, et en particulier dans le systeme nerveux se pose la question
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pourquoi les larges neurones proprioceptifs sont primairement et spécifiguement affectés par
rapport aux autres neurones des DRG (neurones nociceptifs et mécanoréceptifs). De méme,
pourquoi les neurones du noyau dentelé du cervelet (hoyau naturellement riche en fer)
dégénerent et s’atrophient ?

Pour tenter d’expliquer les spécificités tissulaires et cellulaires du SN de I'AF, souvent
la longueur des axones des neurones proprioceptifs est évoquée (axones allant des DRG
aux récepteurs sensitifs dans la périphérie). Cependant, au sein méme des DRG, les axones
des neurones mécanoréceptifs et nociceptifs sont tout aussi longs si ce n'est plus que les
axones proprioceptifs, et ne sont pas affectés. La longueur des axones n'est donc pas
suffisante pour expliquer la spécificité cellulaire de I'AF dans les DRG. Certains résultats
obtenus dans ce travail, sur les niveaux d'expression de la frataxine, peuvent apporter des
réponses. Les neurones proprioceptifs des DRG expriment 44 a 66% de la frataxine totale
des DRG alors gu'ils représentent seulement 7,5% des cellules des DRG (Piguet, de
Montigny et al., 2018, Figure 1E). En revanche, au niveau de I'expression de 'ARNm Fxn,
I'expression de transcrit observée correspond a I'expression attendue dans le cas de souris
hétérozygotes (50% d’ARNmM Fxn), I'ensemble des cellules exprimerait donc la méme
quantité dARNm Fxn (Figure 42). Les mémes observations sont faites pour le cervelet ou
les cellules de Purkinje et les noyaux gris profonds sont déplétés en frataxine. Ainsi, il N’y a
pas de corrélation entre les quantités d’ARNm Fxn et de frataxine produites. On peut donc
supposer que la frataxine est régulée traductionnellement ou post-traductionnellement, de
maniére différente selon les cellules, en fonction de leurs besoins spécifiques. Cette large
expression de la frataxine par les neurones proprioceptifs pourrait donc refléter un important
besoin en frataxine pour leur activité. Ce besoin peut participer a I'explication de la spécificité
cellulaire de I'AF et peut partiellement expliquer la vulnérabilité de ces neurones face au
déficit en frataxine. Les différences d’expression de la frataxine entre les cellules des DRG
sont en accord avec des résultats obtenus sur des coupes de DRG humains avec un
marquage frataxine (Koeppen et al., 2016) Figure 6). Les auteurs décrivent une majorité de
frataxine exprimée par les neurones, avec différentes intensités de marquage entre
neurones et tres peu par les cellules non-neuronales. Nos résultats semblent démontrer que
parmi les neurones, la frataxine est majoritairement synthétisée par les larges neurones
proprioceptifs (parvalbumine positifs).

Les questions qui se posent suite a cette observation sont évidentes :

- Pourquoi les neurones proprioceptifs ont besoin de plus de frataxine que les

autres cellules des DRG ?

- Nécessitent-ils plus de centres Fe-S ?
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- Une protéine a centres Fe-S est-elle spécifique de ces neurones ou du moins plus
importante dans ces larges neurones ?
- Un composé nécessitant la frataxine pour sa synthése ou son activité est-il enrichi

dans les neurones proprioceptifs ?

L’expression spécifique des certaines protéines, ou I'enrichissement de telles
protéines dans les neurones proprioceptifs, ne serait pas surprenante. En effet, il est de plus
en plus démontré que les neurones proprioceptifs composent un groupe de neurones bien
spécifigue dans les DRG avec des marqueurs moléculaires spécifigues et peu de
chevauchements avec les marqueurs des autres types de neurones (Usoskin et al., 2014).
L'approche d'isolement des neurones proprioceptifs et leur analyse spécifique par
séquencage haut débit pourrait apporter des réponses ou des pistes a ces questions, aussi
bien en comparant les groupes de neurones proprioceptifs (GFP positifs) contrbles et
mutants, qu’en comparant les différentes populations contréles entre elles.

De plus, nous détectons une plus grande quantité de frataxine dans les DRG
lombaires et thoraciques que dans les DRG cervicaux. Cette différence reflete-elle
également un besoin plus important en frataxine ? Aux temps ou nous effectuons nos
expériences, seuls les DRG lombaires dégénerent. Dans cette optique, la longueur des
axones des neurones et leur sollicitation pourraient jouer un réle dans la dégénérescence
primaire des sections lombaires. En effet, les pattes antérieures des souris vont étre
beaucoup plus mobilisées que le reste du corps et par conséquent les neurones lombaires
plus stimulés que les neurones thoraciques. Il en est de méme chez les patients AF avec
I'atteinte des membres inférieurs avant les membres supérieurs.

Dans le cas d’expansions GAA, une forte instabilité, avec une tendance a
'augmentation des triplets GAA, a été décrite dans les DRG (De Biase et al., 2007a). Cette
instabilité pose la question du caractere progressif de I'ataxie sensitive. Cependant, les
souris Pvalb cKO développent aussi une ataxie sensitive progressive malgré une absence
totale en frataxine dans les neurones proprioceptifs. L'aspect progressif ne peut donc pas
étre uniguement expligué par linstabilité du GAA, mais résulte probablement d'une

combinaison de différents facteurs.
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1.3. Eléments de la neurophysiopathologie de I'AF identifiés avec ce nouveau modéle

murin

1.3.1. Survie des neurones en absence de frataxine

Nos résultats montrent que dans le cas d’'une déplétion totale en frataxine, a terme,
'ensemble des neurones dégénere et meurt, mais avec des temps de survie différents selon
les neurones. Les neurones proprioceptifs semblent particulierement résistants, ils
développent rapidement un phénotype mais survivent longtemps dans les DRG. En effet, la
frataxine est déplétée au stade embryonnaire E17,5 et jusqu’a 7,5 semaines, malgré une
onde sensitive atteinte puis perdue, les neurones sont présents. Aprés 10,5 semaines, une
tendance a une perte des neurones est observée mais, différents résultats tendent a prouver
que certains neurones proprioceptifs, bien que complétement déficients, résident encore
dans les DRG a des temps tardifs (marquage histo-enzymatique SDH a 18,5 semaines
(Figure 44), expression tardive de 'ARNm Pvalb (Figure 43), expression des RAG (Figure
49)). A ces stades tardifs, certains neurones déficients sont encore présents mais la
structure des DRG n’est plus intégre (DRG friables et difficiles a couper), probablement en
raison de l'atteinte sévére des axones de ces neurones (Piguet, de Montigny et al., 2018,
Figure 2F). Notons que la mécanoréception et la nociception ne sont pas atteintes dans nos
souris et les neurones sont totalement integres malgré la structure abimée des DRG. Si on
peut faire un parallele du modéle murin avec I'espéce humaine, ces résultats sont trés
encourageants quant a la problématique cruciale de la présence des neurones proprioceptifs
chez les patients au moment du diagnostic. En effet, a I'heure du diagnostic, la majorité des
patients présente une perte sévére de la proprioception. Nos résultats tendent a montrer que
méme en absence compléte de frataxine, et étant trés affectés, les neurones proprioceptifs
sont particulierement résistants et survivent relativement longtemps dans les DRG. Cette
résistance neuronale face a la mort cellulaire est un point central pour le développement
d’approches thérapeutiques visant a augmenter les niveaux de frataxine dans les cellules. La
guestion de neurodégénérescence et atrophie ou de problemes neurodéveloppementaux et
d’hypoplasie des larges neurones sensitifs des DRG est donc capitale. Il était communément
accepté par les cliniciens de I'AF que la perte des larges neurones résulte de phénomenes
de neurodégénérescence et d'atrophie. Des hypothéses d’origine neurodéveloppementale
sont de plus en plus proposées (Koeppen et al., 2016, 2017) en raison d’absence de
différences de taille des larges neurones dans différentes nécropsies, indépendamment de

I'age de début de la maladie et de I'age de décés des patients. A mon avis, cette conclusion

123






Discussion

est trop rapide par rapport aux analyses menées pour réfuter totalement I'hypothése de
neurodégénérescence. Etant donné que I'absence totale de frataxine est létale a des stades
embryonnaires pour I'ensemble des organismes évalués, il est fortement probable que
I'expression résiduelle de frataxine entraine des défauts de développement de certaines
structures. Cependant, avec une origine uniquement développementale, il semblerait difficile
gue les patients puissent marcher correctement, pratiquer des activités sportives et mener
une vie normale avant I'apparition des symptémes. Les neurones proprioceptifs sont peut-
étre plus sensibles en raison d'une composante neurodéveloppementale, puis des
déficiences neurodégénératives ménent a leur atrophie et a leur mort. Suite a ces
observations et résultats, il convient donc de s’interroger sur le stade de la maladie auquel la
mort neuronale survient mais également le temps de résistance que présentent ces
neurones. Pour tenter d'y répondre, la genése et I'étude de modéles murins avec une trés
large expansion pathogénique GAA seraient idéales et ce en analysant les DRG pendant le
développement embryonnaire puis a la naissance. Pour ces études, ces souris doivent étre
générées et présenter des phénotypes séveres au niveau des DRG. De plus, I'utilisation de
marqueurs spécifiques des neurones proprioceptifs sera essentielle pour I'analyse de ces
DRG. L'approche d’isolement des neurones proprioceptifs et leur analyse spécifique
permettront peut-étre d’identifier de nouveaux marqueurs. Le marqueur Runx3, spécifique
des neurones proprioceptifs au cours du développement pourrait également étre utilisé
(Marmigere and Ernfors, 2007). La souris FRDAKd pourrait aussi apporter des réponses sur
I'atrophie ou I'hypoplasie des DRG en administrant la doxycycline & des souris gestantes et
en analysant les embryons a différents stades embryonnaires ainsi qu’'a la naissance. Pour
la suite de cette discussion je partirai du principe que I'atteinte des neurones proprioceptifs
résulte majoritairement d’'une neurodégénérescence et qu'ils sont encore présents a la
naissance.

Les autres neurones déplétés totalement en frataxine dégénérent également mais
ils survivent moins longtemps que les neurones proprioceptifs (cellules de Purkinje ou
interneurones du cortex). Les neurones des DRG seraient donc plus résistants a I'absence
de frataxine que les autres neurones du SN. Une composante qui pourrait participer a la
résistance particuliére de ces neurones, du moins au ralentissement de leur déclin, est la
capacité de régénérescence du SNP par rapport au SNC avec l'activation de génes associés

a la régénérescence (RAG).

124






Discussion

1.3.2. Activation secondaire de génes de régénérescence dans les DRG

En réponse a des dommages axonaux dans le SNP, un programme global se met en
place dans les DRG pour initier et permettre une régénérescence axonale. L'un des RAG
majeurs, Atf3, a été identifié comme surexprimé dans les DRG lombaires des souris Pvalb
cKO, ainsi que l'un de ses génes cibles, Sprrla (Figure 49). Dans la littérature, la
surexpression du gene Atf3 est considérée comme un signe de I'activation de ce facteur de
transcription (Hunt et al., 2012; Seijffers et al., 2006). De plus, I'expression de son géne
cible, Sprrla, est exactement corrélée aux niveaux d'expression d'Atf3, me permettant de
proposer qu'ATF3 est actif dans les DRG dont les neurones proprioceptifs sont déficients en
frataxine. A ce jour, peu d’'informations sont connues sur le complexe de régulation d’ATF3,
mais il est exprimé en cas de dommages axonaux, blessures ou neuropathie. L'expression
d’ATF3 peut étre activée par SOX11 ou cJUN mais pas nécessairement dans les neurones
sensitifs primaires (Hunt et al., 2012). Ainsi, nous pouvons nous interroger sur le mécanisme
moléculaire précis entrainant cette réponse secondaire dans les DRG des souris Pvalb cKO.

Les RAG ont besoin d'étre exprimés de maniére coordonnée pour mener a une
régénérescence axonale efficace. L'expression isolée d’'un RAG, méme un RAG central
comme ATF3, n'est pas suffisante (Chandran et al., 2016; Seijffers et al., 2006). Dans les
DRG des souris Pvalb cKO, les autres RAG n'ont pu étre identifiés ou validés comme
surexprimés. Deux hypothéses quant a cette absence de surexpression sont possibles : en
raison de la faible proportion des neurones proprioceptifs dans les DRG, les signaux sont
trop dilués pour étre détectés, mais il se pourrait aussi que I'ensemble des RAG ne soit pas
activé ou que trés légérement. En effet, dans notre modéle murin, les nerfs dégénerent
partiellement, puisque seules les fibres proprioceptives sont affectées. Au contraire, lors
d’'une lésion de nerf, toutes les fibres, ou presque, vont dégénérer et émettre des signaux de
dommages jusqu’'a leur corps cellulaires afin d'activer les voies de régénérescence. Je
pense que I'absence de détection d’expression d’autres RAG résulte d'une combinaison de
ces deux hypotheses, activation partielle du programme RAG et dilution des signaux. Ces
réponses se mettent en place de maniére secondaire pour palier a la neuropathie sensitive a
partir de 7,5 semaines. A défaut de mener a une régénérescence totale, elles permettent
probablement un ralentissement du phénotype et conféerent une forme de résistance aux
neurones proprioceptifs qui meurent tardivement. Ces éléments identifiés démontrent
'importance de travailler sur des modeéles animaux afin de pouvoir étudier les mécanismes

physiologiques globaux.
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Figure 56 : Modéle potentiel du mécanisme de dégénérescence des axones du nerf sciatique des
souris Pvalb cKO.

Les axones des neurones proprioceptifs des DRG des souris Pvalb cKO a 5,5 semaines (A) et 7,5
semaines (B) sont représentés. La dégénérescence progresse de la région distale vers la région proximale
de l'axone. (A) A la suite de dommages axonaux (axone en rouge), les contacts avec les cellules de
Schwann sont rompus, entrainant leur dédifférenciation et donc, I'expression du marqueur p75. Au niveau
des régions dans lesquelles les axones dégénérent mais le contact n'est pas encore perdu (en orange),
les cellules de Schwann surexpriment les génes codant les protéines structurales de la myéline (Mpz,
Mag) en activant le facteur de transcription EGR2 (Krox20). Avec la progression de la neuropathie (B), la
majorité des cellules de Schwann sont dédifférenciées et expriment le marqueur p75.
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Dans le SNC, non capable de régénérescence, ces RAG ne sont pas exprimés en
cas de dommages axonaux. Des études sont menées afin d’identifier des molécules
capables d'initier ce programme de régénérescence dans le CNS, en mobilisant une large
gamme de voies de signalisation. Chandran et al. ont identifié I'ambroxol comme un
composeé capable de promouvoir la régénérescence dans le SNC (Chandran et al., 2016).
De telles approches seraient-elles envisageables pour I'AF ? Dans le cas ou des molécules
efficaces pour activer les processus de régénérescence du SNC seraient identifiées,

pourraient-elles améliorer la neuropathie sensitive, ou au moins la ralentir ?

1.3.3. Neuropathie sensitive progressive

Une neuropathie sensitive est observée par microscopie électronique et des
dérégulations de l'expression de génes, en accord avec ce phénotype progressif sont
détectées dans les nerfs sciatiques des souris Pvalb cKO (Piguet, de Montigny et al., 2018,
Figure 2E et Figure 52). Je proposerai ici un modéle potentiel du mécanisme de
dégénérescence progressive pouvant expliquer ces résultats moléculaires (Figure 56).

Les dégénérescences de nerfs procédent toujours de la région distale vers la région
proximale de I'axone. Chez les souris Pvalb cKO, a 5,5 semaines, les dommages axonaux
sont localisés dans les régions distales des axones des neurones proprioceptifs, ou le
contact entre I'axone et les cellules de Schwann est perdu, conduisant a la dédifférenciation
des CS qui expriment alors p75. Dans les régions adjacentes, vers la zone proximale, les
axones, bien que déficients, sont encore en contact avec les CS myélinisantes. Ces
dernieres, pour soutenir les axones défaillants, surexpriment alors le facteur de transcription
EGR2 (géne Krox20) qui active I'expression des génes codant pour les protéines de
structure de la myéline (Figure 56A). Plus tard, avec la progression des phénotypes, la
neuropathie sensitive est de plus en plus sévere et la dégénérescence se propage le long du
nerf, vers les corps cellulaires des DRG. La majorité des contacts axones-cellules de
Schwann se perd, les CS dédifférenciées expriment alors p75 et I'expression de genes
codant pour les protéines de structure de la myéline est réduite (Figure 56B). Ce modéle est
une proposition de mécanisme permettant de relier la neuropathie sensitive observée au

niveau de la structure des nerfs sciatiques et la neuropathie moléculaire.
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1.3.4. Diminution de I'expression de 'TARNm Pvalb

Les expressions de 'ARNm Pvalb dans les DRG et le cervelet des souris Pvalb cKO
diminuent (Figure 43). Cette diminution est-elle une réponse directe des cellules face a
'absence de frataxine ? Elle pourrait aussi résulter de la dégénérescence globale des
neurones proprioceptifs qui exprimeraient alors moins ce marqueur spécifique. Ainsi, quelle
est la signification pour les cellules de la sous-expression de la parvalbumine ? La
parvalbumine est une protéine impliguée dans la signalisation du calcium (fixation du
calcium) et est donc importante pour de nombreux processus tels que la régulation du cycle
cellulaire, la production de seconds messagers ou encore l'organisation des microtubules
(Cates et al., 1999). On peut donc se demander si la diminution de I'expression de la
parvalbumine entrainerait une dérégulation de I'homéostasie du calcium, qui amplifierait
alors la dégénérescence des neurones. Une souris Knock-out pour la parvalbumine a été
générée. Elle développe des phénotypes associés aux troubles du spectre autistique (\Wohr
et al., 2015), ce qui ne correspond pas avec les phénotypes ataxiques développés par les
souris Pvalb cKO. Un point qui mérite cependant d’'étre souligné est 'augmentation a la
susceptibilité a des crises épileptiques chez ces souris KO pour la parvalbumine. La mort
prématurée de nos souris Pvalb cKO résulte-t-elle d'un défaut dans I'expression de la

parvalbumine ?

1.3.5. Physiopathologie acceptée de I'AF

Les analyses des DRG, aprés de nombreuses mises au point des dissections et des
expériences, ont permis de mettre en avant et valider certains éléments physiopathologiques
de I'AF dans les larges neurones des DRG et dans les cellules de Purkinje du cervelet.
Jusqu'a présent, trés peu dinformations concernant les atteintes moléculaires dans les
neurones des DRG étaient disponibles. Classiquement des larges vacuoles, reliées a de
'autophagie étaient décrites dans les neurones des DRG. Dans les neurones déplétés en
frataxine du modeéle Pvalb cKO, j'ai pu mettre en évidence un déficit des protéines a centres
Fe-S, suivi d'une dérégulation du métabolisme du fer (dans les cellules de Purkinje). Des
défauts mitochondriaux sont observés menant ensuite & une mort cellulaire (plus ou moins
rapide selon les neurones). || semblerait donc que les premiers éléments affectés résultant
de la perte de la frataxine soient similaires dans les différents tissus atteints dans I'AF,

BN

neuronaux et non-neuronaux. Certains mécanismes secondaires, liés a l'absence de
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frataxine, seraient ensuite spécifigues aux tissus et aux types cellulaires, avec la

dérégulation d’éléments propres au tissu en question.

Déficit des protéines a centres Fe-S

Au niveau des DRG, un déficit de la succinate déshydrogénase (SDH) est mis en
évidence dans 8% des neurones (Piguet, de Montigny et al., 2018, Figure 3B). Je n'ai
malheureusement pas réussi a prouver expérimentalement que ce sont bien les neurones
proprioceptifs (parvalbumine positifs) qui dégénérent, en raison de difficultés techniques.
Entre 5,5 et 8,5 semaines le méme pourcentage de neurones déficients au niveau de
l'activité SDH est observé (8%) mais avec une différence dans l'intensité du signal (Piguet,
de Montigny et al., 2018, Figure 3A, S4E). A 8,5 semaines, les neurones sont complétement
« blancs » a la suite du marquage histo-enzymatique alors qu'a 5,5 semaines ils sont
[égerement plus foncés. Méme si un biais expérimental résultant de la coupe des DRG ou du
marquage pourrait expliquer ces différences, on peut également proposer une progression
dans le déficit de l'activité de la SDH au cours du temps. Cette derniére hypothése se
confirme avec la progression du phénotype dans les cellules de Purkinje déficientes pour
I'activité SDH entre 13,5 et 18,5 semaines, du moins pour les cellules de Purkinje encore
présentes a 18,5 semaines (Piguet, de Montigny et al., 2018, Figure 3C). Il est difficile de
porter des conclusions pour les DRG a 18,5 semaines en raison de la structure tres affectée
des organes. Ces marquages histo-enzymatique ont permis de mettre en avant le déficit des
centres Fe-S dans un nombre trés faible de cellules dans les DRG et le cervelet, mais, je
pense gu’'elle présente des limites en termes de seuil minimal requis pour observer une
activité SDH. De plus, I'analyse visuelle ne permet probablement pas de mettre en avant
toutes les différences. Enfin, les intensités hétérogénes du marquage histo-enzymatique
SDH entre les neurones des DRG contréles indiqguent des niveaux d'activité variés de
'enzyme, reflétant probablement des besoins différents des neurones.

La SDH est une protéine a centres Fe-S parmi de nombreuses autres protéines a
centres Fe-S, mitochondriales, cytosoliqgues ou nucléaires. Le chaine respiratoire
mitochondriale est donc affectée dans les mitochondries des neurones (le cycle de Krebs
probablement aussi) et nous observons des mitochondries qui dégénérent (Piguet, de
Montigny et al., 2018, Figure 2E) . La question qui se pose est donc de savoir a quel point
'impact de l'absence de la frataxine sur les protéines a centres Fe-S cytosoliques et
nucléaires joue sur le phénotype neurologique de I'AF, avec les protéines impliquées dans la
réparation de I'ADN avec I'hélicase XPD, I'ADN polymérase ¢, dans la traduction avec

ABCEL1 ou encore dans le métabolisme des nucléotides et acides aminés ?
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Dérégulation du métabolisme du fer

J'ai pu mettre en évidence une dérégulation du métabolisme du fer dans les cellules
de Purkinje du cervelet avec I'augmentation de I'expression du récepteur responsable de
'import du fer dans les cellules TfR1, probablement a la suite de la stabilisation de son
ARNm par IRP1, non coordonné a un centre Fe-S. Par contre, je n'ai pas réussi a montrer
cette dérégulation par immunofluorescence dans les neurones proprioceptifs des DRG en
raison d'une expression de TfR1 dans de nombreux neurones sensitifs. Ces mécanismes
résultant du déficit en frataxine sont donc observés dans les cellules non neuronales ainsi
que dans les neurones du cervelet. On peut donc supposer gue le mécanisme est similaire
dans les neurones proprioceptifs des DRG. Une immunofluorescence anti-TfR1 sur des
coupes de DRG fixés de souris Pvalb cKO mT/mG et contrdles (Pvalb cWT mT/mG)

permettrait probablement mettre en évidence cette dérégulation.

Accumulation de fer ?

Dans ce modéle, je n'ai pas pu mettre en évidence une accumulation de fer en
parallele de la dérégulation du métabolisme du fer, aussi bien dans les cervelets que les
DRG. Si accumulation de fer il devait y avoir, on peut probablement relier I'absence de
détection a la cinétique des éveénements. En effet, dans le modéle murin CRISPR-Cas9 avec
la frataxine déplétée dans les neurones du cortex, I'accumulation de fer est un événement
tardif de la pathologie (Chen et al., 2016b). Ainsi, dans notre modéle, au niveau des
neurones, il se pourrait que les cellules meurent a la suite du déficit en frataxine avant que

I'on puisse détecter une accumulation de Fer.

Evénements pathologiques primaires et secondaires résultant de la déplétion en

frataxine

L'atteinte proprioceptive spécifique, développée par les souris Pvalb cKO, résulte de
la déplétion de la frataxine dans les neurones proprioceptifs des DRG. Etant les neurones
primairement affectés dans I'AF (avec les neurones du noyau dentelé du cervelet), il est
essentiel de les étudier pour comprendre la neurophysiopathologie de I'AF. Cependant, les
analyses sur des DRG de souris sont relativement complexes, de la dissection des animaux
aux techniques expérimentales utilisées, puisque ces neurones proprioceptifs ne
représentent que 15% des neurones du DRG et 7,5% des cellules totales. De nombreuses
techniques ont d0 étre mises au point au cours de ma thése mais il a tout méme été difficile

d’identifier les voies physiopathologiques affectées a la suite de déplétion en frataxine. Les

129






Discussion

analyses NGS ouvrent des pistes danalyse pour comprendre les éveénements
pathologiques. Néanmoins, nous avons probablement effectué le séquencage du
transcriptome des souris Pvalb cKO trop t6t au cours de la caractérisation du modele, sans
avoir eu assez de recul. En effet, 'analyse RNAseq a été réalisée sur des ARNm de DRG
totaux alors que seuls les DRG lombaires présentent un phénotype (élément identifié
ultérieurement). De plus, la faible proportion des neurones proprioceptifs (parvalbumine
positifs) entraine une importante dilution des signaux des génes différentiellement exprimés.
Au vu de limportance des centres Fe-S dans de nombreux processus cellulaires
(mitochondriaux, cytosoliques et nucléaires), de nombreuses voies sont probablement
dérégulées en absence totale de frataxine mais les signaux émis par les neurones
proprioceptifs sont masqués dans notre modéle Pvalb cKO. J'ai donc mis au point une

technique d’'isolement des neurones proprioceptifs pour leur analyse spécifique.

1.4. Isolement des neurones proprioceptifs pour leur analyse spécifique

A partir des souris Pvalb cKO mT/mG, les populations isolées par FACS, neurones
proprioceptifs déplétés en frataxine d’'un cété et le reste des cellules des DRG de l'autre,
semblent relativement pures (Figure 55). Les analyses transcriptomiques de ces populations
devraient donc apporter des résultats particulierement intéressants pour la compréhension
des mécanismes moléculaires de I'AF dans les neurones proprioceptifs, mais aussi pour
I'étude des réponses des cellules avoisinantes. Ces analyses devraient donc nous fournir un
tableau général des voies moléculaires affectées primairement (a 3,5 semaines) et
secondairement (a 7,5 semaines), en absence de frataxine, qui meéenent a un
dysfonctionnement puis a la mort des cellules. Jusqu’'a présent, aucune étude sur des
neurones proprioceptifs isolés n'a été effectuée. On peut s’attendre a observer de
nombreuses dérégulations en raison de la sévérité du phénotype des souris et de
'importance des centres Fe-S et donc de la frataxine pour les cellules. Logiquement, des
voies de signalisation, spécifiques des mitochondries, devraient étre dérégulées. En effet, la
chaine respiratoire est affectée de maniére primaire et des défauts mitochondriaux sont
observés dans certains neurones des DRG. De plus, certaines protéines a centres Fe-S
étant impliquées dans la réparation de I’ADN, on peut également envisager d’observer des
défauts dans ces processus cellulaires, ou encore dans les voies de biosynthése des
nucléotides.

Cet isolement des larges neurones déplétés en frataxine, nous permettra également

d’analyser I'activation d’autres RAG a 7,5 semaines (le programme n’étant pas activé a 3,5
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semaines) et donc de déterminer si le programme est activé dans sa globalité. On pourra
également évaluer l'expression des genes de stress classiguement observés comme
surexprimés dans les modeles murins conditionnels de I'AF (Seznec et al., 2005). Aux vues
de la faible quantité de matériel isolé a partir de l'isolement des neurones proprioceptifs, il
nous sera possible de valider des dérégulations au niveau de I'expression des génes (par
gRT-PCR) sur ces extraits, mais difficlement au niveau protéique par Western Blot. Les
déficiences protéiques seront donc évaluées par immunofluorescences sur des coupes de
DRG de souris Pvalb cKO.

En paralléle, ces différents éléments seront analysés et validés dans des cultures
primaires de neurones sensitifs murins. Ces cultures primaires ont été établies dans le
laboratoire et sont en cours de caractérisation (projet de thése d'Olivier Griso). Elles sont
générées a partir d'embryon de souris portant les alléles conditionnels pour la frataxine
(Fxn“*3) au stade embryonnaire E13,5 et l'infection des neurones, mis en culture, avec un
AAV9-Cre permet de dépléter la frataxine.

L'étude des voies identifiées comme dérégulées serait également tres intéressante
chez la souris FRDAKd (inductible a la doxycycline) ainsi que la comparaison de nos
données transcriptomiques obtenues sur les neurones proprioceptifs isolés avec les résultats
obtenus par les auteurs dans les DRG (Chandran et al., 2017). Dans cette étude, les auteurs
ne fournissent pas la liste détaillées des genes dérégulés mais les noms des voies
moléculaires identifiées (réponse immunitaire, lysosome et phagocytose, endocytose et
transport vésiculaire, cascade de signalisation p53, liaisons aux nucléosides et nucléotides,
mitochondrie, etc.). La comparaison de l'ensemble des données sera, je pense, trés
enrichissante pour la compréhension moléculaire de I'AF et les spécificités liées aux
neurones proprioceptifs. Pour compléter notre approche, il serait idéal de valider les voies
affectées dans des modeéles possédant une expansion GAA menant a une diminution de
I'expression de la frataxine, aussi bien des neurones sensitifs différenciés a partir d'iPSC en
adaptant les nouveaux protocoles de différenciation (Alshawaf et al., 2018) que dans des
modéles murins avec une expansion pathogénique GAA trés longue pour étre dans un
contexte physiologique. Une souris portant un YAC FXN humain contenant plus de 800
répétitions GAA sur un fond génétique KO pour la frataxine est désormais disponible au

Jackson Laboratory (https://www.jax.org/strain/030395) et une colonie est en cours de

génération dans notre animalerie. Si ces souris présentent des taux fortement réduits de
frataxine, menant a des phénotypes robustes, nous pourrons analyser les voies identifiées
comme dérégulées par immunofluorescences et immunohistochimies pour les niveaux

protéiques ou par hybridation in situ pour I'évaluation de I'expression des genes. Certains
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éléments, identifies comme spécifique a la pathologie de I'AF, pourront alors servir de
biomarqueurs moléculaires pour les essais thérapeutiques dans les différents modeéles
d’études.

De plus la comparaison des groupes contréles de cellules isolées entre eux, nous
permettra peut-étre d'identifier des spécificités propres aux neurones proprioceptifs.
Récemment, une analyse NGS de neurones sensitifs de DRG et de ganglions trigéminaux
isolés par FACS, a partir de souris Adviline-EGFP, a été publiée (Lopes et al., 2017). Sous la
dépendance de ce promoteur, I'ensemble des neurones sensitifs est positif a la GFP,
permettant leur isolement des cellules non-neuronales pour une analyse spécifique. Ces
résultats pourront servir de points de comparaisons avec nos résultats sur les neurones
proprioceptifs (GFP+) et le reste des cellules (GFP-) Pvalb cWT mT/mG.

Dans le cas ou cette approche d’étude ne donnerait pas de résultats concluants, la
microdissection et I'analyse transcriptomique ou protéomique de cellules de Purkinje du
cervelet seraient envisageables pour le modéle Pvalb cKO (Ruegsegger et al., 2016).
Cependant, cette approche est a considérer en fonction de la question posée au départ. En
effet, si l'on cherche a identifier les mécanismes moléculaires menant a [Iataxie
proprioceptive, je ne pense pas que I'étude des cellules de Purkinje soit adaptée. Le CNS et
le PNS sont différents au niveau de nombreux éléments tel que la myélinisation ou la
capacité de régénérescence, ainsi nous verrions les mécanismes communs mais pas

forcément les mécanismes uniques aux neurones proprioceptifs des DRG.
L'ensemble de ces éléments montre a I'évidence I'importance des recherches sur

différents modéles d’'étude, animaux et cellulaires, pour la compréhension des atteintes

pathologiques moléculaires et cellulaires d’'une maladie.
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2. Thérapie génique pour 'AF

Le modele Pvalb cKO nous a permis d'établir la preuve de concept de l'efficacité
d’'une approche de thérapie génique neuronale pour I'ataxie de Friedreich, avec la capacité
de prévenir I'apparition des phénotypes avec un traitement pré-symptomatique et de
reverser I'ataxie sensitive avec un traitement post-symptomatique. De nombreuses analyses
précliniqgues chez des mammiféres de grande taille seront nécessaires avant de pouvoir
envisager des essais cliniques chez des patients. Des entreprises biotechnologiques sont en
train d'effectuer ces analyses précliniques afin d’optimiser le vecteur ainsi que la méthode
d’injection. Je suis bien consciente que des essais cliniques chez I'Homme ne seront pas
initiés dans I'immédiat mais pour certaines parties de cette discussion, je me permettrai de

me projeter dans un futur ou ces essais cliniques sont proches.

2.1. Approche pré-symptomatique de TG pour le modéle Pvalb cKO

Le traitement précoce, a 3,5 semaines des souris Pvalb cKO avec une administration
intraveineuse d’AAV9-hFXN permet de prévenir I'apparition des phénotypes sensitifs (Piguet,
de Montigny et al., 2018, Figure 4). En théorie, ces résultats ne sont pas surprenants, mais
ils démontrent que 'AAV9-hFXN est capable de transduire les neurones proprioceptifs des
DRG, qui expriment alors la frataxine aprés une injection IV. Bien que le vecteur soit capable
de traverser la BHE, les neurones corticaux ne sont, cependant, pas suffisamment transduits
pour empécher le développement de l'atteinte cérébrale et la mort prématurée des animaux
des suites de crises d’'épilepsie. Cette mort prématurée ne nous permet donc pas d’évaluer
I'expression a long terme du vecteur et la correction de l'atteinte sensitive.

Dans le cas ou, un jour, une thérapie génique serait disponible pour les patients, la
guestion du diagnostic précoce de I'AF (a la naissance par exemple) se posera, afin de

prévenir potentiellement I'apparition des symptémes.

2.2. Approche post-symptomatique de Tg pour le modéle Pvalb cKO

Pour I'approche de TG post-symptomatique, avec le traitement & 7,5 semaines, deux
éléments sont a distinguer : les atteintes sensitives (avec la ganglionopathie et la
neuropathie sensitive) d’'une part et les atteintes cérébelleuse et cérébrale d'autre part.
L’administration intraveineuse d’AAV9-hFXN permet une réversion rapide de la neuropathie

sensitive, mise en place a la suite de la déplétion en frataxine. Cette réversion traduit une
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plasticité impressionnante des neurones proprioceptifs des DRG, déja déficients au moment
de l'injection du vecteur. Etant donné la capacité de régénérescence du PNS, on pouvait
s'attendre a une plasticité des neurones sensitifs mais nous ne nous attendions pas a une
amélioration des phénotypes comportementaux et électrophysiologiques des une semaine
apres traitement. Pour I'approche de TG cardiaque dans le modéle MCK, une semaine aprées
traitement, des améliorations physiologiques étaient également observées (Perdomini et al.,
2014). Cette rapidité de correction nous permet de proposer (comme pour l'approche
cardiaque) que dans un systéme déplété en frataxine, une expression trés faible de FXN est
suffisante pour induire des effets bénéfiques aux cellules. En effet, a la suite de l'injection, le
vecteur thérapeutiqgue a ADN simple brin doit transduire les cellules, rejoindre le noyau,
synthétiser le brin complémentaire pour ensuite exprimer la frataxine. Ces différentes étapes
nécessitent du temps, nous ne nous attendions donc pas a une telle rapidité de correction
des phénotypes. Les patients AF présentant une expression résiduelle de frataxine, on
pourra s’attendre a ce que les effets thérapeutiques mettent plus de temps a apparaitre au
niveau de I'amélioration des symptomes de la maladie.

La surexpression de la parvalbumine observée par immunofluorescence dans les
DRG, une semaine aprés traitement, traduit une réponse des cellules (Figure 45). Nous ne
savons cependant pas si la surexpression de ce marqueur a un lien direct dans la correction
des phénotypes ou si elle reflete simplement I'activation des cellules. Une semaine apres
traitement, les techniques utilisées pour la mesure de I'activité SDH ne m’ont pas permis de
mettre en avant une amélioration de l'activité dans les neurones proprioceptifs des DRG.
Comme nous observons une amélioration des phénotypes comportementaux et
physiologiques (EMG), je pense que cette absence de détection des sighaux SDH résulte de
la limite de sensibilité de la technique histo-enzymatique employée. En effet, il serait logique
gue la chaine respiratoire de la mitochondrie soit fonctionnelle aux vues des améliorations
observées chez les animaux traités. A 18,5 semaines, certains neurones des DRG des
souris Pvalb cKO traitées sont encore SDH négatifs mais la structure des DRG est
totalement intacte (Figure 44) et a cet age-1a, 'onde sensitive des souris, évaluée par EMG,
est totalement normalisée et I'ataxie proprioceptive est corrigée (Piguet, de Montigny et al.,
2018, Figure 5). Ainsi, le vecteur AAV9-hFXN ne transduit probablement pas tous les
neurones proprioceptifs (d'ou la présence de neurones SDH négatifs) mais suffisamment
pour avoir une correction physiologique et comportementale de l'atteinte proprioceptive. Il
semblerait donc que tous les neurones proprioceptifs n’ont pas besoin d’étre corrigés pour
avoir un fonctionnement global normalisé. Ainsi il devient intéressant de déterminer quel est

le seuil de transduction nécessaire pour obtenir une réversion des phénotypes ?
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Des analyses de dose-réponses permettront de répondre a cette question et
permettront de déterminer la dose de vecteur a injecter, sur un modéle murin comme le
modele Pvalb cKO mais également de transposer les résultats pour les mammiferes de
grande taille comme les primates non-humains. Le choix de sérotype viral et la nature du
promoteur utilisé en amont du gene thérapeutique seront également essentiels. Cette non-
transduction de tous les neurones proprioceptifs, pourrait également expliquer I'expression
persistante des RAG dans les DRG a des temps tardifs (Figure 50). En revanche,
l'ultrastructure des nerfs sciatiques des souris Pvalb cKO traitées est similaire a la structure
des nerfs contréles, traduisant des axones sains (Piguet, de Montigny et al., 2018, Figure
6G). Ainsi, des substances neurotrophigues pourraient-elles étre échangées dans les nerfs
permettant une correction structurale totale ? Le programme RAG mis en place permet-il de
corriger ces fibres encore déficientes ? L'activation de ce programme de régénérescence
axonale peut aussi participer a la rapidité de correction de la neuropathie sensitive a la suite
de I'administration du vecteur apportant la frataxine humaine.

Au niveau du modele murin inductible FRDAKd, le retrait de doxycycline, permettant
la réexpression de le frataxine, ne permet pas de reverser totalement la ganglionopathie et la
neuropathie sensitive, les phénotypes étant seulement partiellement corrigés (Chandran et
al., 2017). Cette différence par rapport a notre modeéle peut s’expliquer par le fait que dans la
souris FRDAKd, I'expression de la frataxine est diminuée, voire éteinte dans I'ensemble des
cellules des DRG, alors que seuls les neurones proprioceptifs sont affectés dans les DRG
des animaux Pvalb cKO.

Concernant les atteintes cérébelleuses et cérébrales, les injections
intraparenchymales d’AAVrh10-hFXN permettent une correction partielle des cellules de
Purkinje. Cette correction partielle s’explique par la diffusion limitée du vecteur dans le
cervelet, empéchant la transduction de I'ensemble des cellules de Purkinje, (démontrée par
les marquages immuno-histochimiques HA, histoenzymatigues SDH et les
immunofluorescences TfR1 et GFAP (Piguet, de Montigny et al., 2018, Figure 6)). Cette
correction partielle permet de stabiliser le phénotype jusqu’'a 9,5 semaines puis, une
aggravation est observée, avec de nombreux tremblements, mais jamais de maniére aussi
sévere que chez les souris Pvalb cKO non traitées (Piguet, de Montigny et al., 2018, Figure
5B). Malgré des injections IP d’AAVrh10-hFXN dans le striatum des animaux, la composante
cérébrale n’est pas corrigée et conduit & la mort prématurée des souris & 21 semaines des

suites de crises d’épilepsie.
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2.3. Approche de thérapie génique pour I'AF en général

Nos résultats démontrent le potentiel d’'une approche de thérapie génique in vivo en
utilisant des AAV pour traiter I'atteinte neuronale de I'ataxie de Friedreich. De nombreuses
étapes preécliniques, sur des modeéles murins et sur des modéles mammiferes de grande
taille, seront néanmoins indispensables avant toute approche clinique chez des patients AF.

De maniére générale, pour les approches de thérapie génique, Cheever et al. ont
proposé un guide des bonnes pratiques (Cheever et al., 2015) :

- les effets précis du traitement doivent étre clairement définis au départ afin de
conduire rigoureusement les expériences et analyser au mieux les données:
gu’attend-on de la thérapie ?

- il faut savoir s'arréter au cours de I'optimisation du protocole et du vecteur c’est a dire
définir quand s’arréter pour avoir le bon vecteur thérapeutique.

- les bons modéles animaux doivent étre utilisés, pour les approches précliniques,
dans le contexte de la maladie visée, du choix du vecteur, et de lintervention
thérapeutique Concernant la preuve de concept de l'efficacité de la TG, leffet
thérapeutique doit étre majeur et robuste chez les animaux modéles utilisés. En effet,
I'efficacité de la thérapie sera probablement réduite chez les patients en raison de la
production du vecteur, de la réponse immunitaire et de I'hétérogénéité de la
population. En paralléle, le choix des modéles mammiféeres de grande taille est
essentiel pour définir le choix de la voie d’administration du vecteur, l'acces
chirurgical et étudier la réponse de I'héte au transgéne et au vecteur.

- l'ensemble des résultats, positifs comme négatifs, doit étre communiqué a la
communauté scientifique, aussi bien les résultats du secteur de recherche public que
du secteur privée.

Pour le lancement et la continuité des essais cliniques, les agences sanitaires (FDA
aux Etats-Unis et EMA en Europe) regardent la sOreté de I'approche thérapeutique, la dose
de vecteur employée, la fabrication de ce dernier, ainsi que I'efficacité de la TG avec comme
toile de fond la question centrale : les effets bénéfiques sont-ils supérieurs aux risques
encourus dans I'approche thérapeutique ?

Je ne considérerai ici que quelques éléments a évaluer dans les études précliniques
chez des modeles murins et mammiféres de grande taille pour le développent d'une
approche de TG pour 'AF. Des entreprises biotechnologiques travaillent actuellement sur
ces ¢€léments, je me baserai donc sur des résultats de [I'entreprise Voyager

THERAPEUTICS, publiés sur leur site internet voyagertherapeutics.com, qui espere
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observer une amélioration de I'équilibre, de la marche, de la sensitivité, de la coordination,

de la force et de la capacité fonctionnelle chez les patients AF.

2.3.1. Optimisation du vecteur et voie d’administration

A la dose utilisée dans notre étude (5x10* vg/kg) avec une injection intraveineuse,
'AAVI-hFXN transduit suffisamment les neurones sensitifs des DRG pour observer une
correction des phénotypes. Néanmoins, en sera-t-il de méme chez les mammiféeres de
grande taille ? Les questions sont nombreuses. Comment le vecteur sera-t-il distribué dans
I'organisme ? Quelle dose de vecteur permettra une transduction suffisante chez les patients
pour avoir un effet bénéfique ?

Les injections intraparenchymales ne permettant pas de transduire 'ensemble des
neurones des régions ciblées, et imposent des procédures chirurgicales lourdes. Ainsi,
guelle sera la méthode d’administration la plus efficace pour cibler les tissus d’intéréts de la
maladie ? L’AF étant une maladie multi-systémique il serait intéressant d’administrer en IV
des vecteurs capables de passer la BHE et capables de transduire efficacement le SN, tel
que les vecteurs PhP.eB (pour [I'encéphale) ou PhP.S (pour la composante
spinocérébelleuse de I'AF), a la condition ou ces vecteurs peuvent transduire les régions du
SNC touchées dans I'AF, tel que le noyau dentelé du cervelet (Chan et al., 2017).

L’'entreprise Voyager THERAPEUTICS est en cours de recherche et sélection du
meilleur vecteur candidat a la suite d’optimisations de la capside, du promoteur et des
caractéristiques du transgéne FXN (vecteur VY-FXNO1). Ces vecteurs optimisés sont testés
sur le modéle murin Pvalb cKO a différentes doses pour évaluer leur efficacité ainsi que sur
des primates pour déterminer la sécurité du vecteur, sa biodistribution et I'expression du
transgéne par des injections intraveineuse ou intrathécale. Les premiers résultats sont
disponibles sur le site internet de Voyager THERAPEUTICS
(https://www.voyagertherapeutics.com/wp-content/uploads/2017/10/ESGCT _slides.pdf).

Chez les primates, une injection IV du vecteur optimisé, capable de passer
efficacement la BHE, permet une expression du transgene dans de nombreuses régions du
SN dont le noyau dentelé du cervelet, les motoneurones de la moelle épiniere, les neurones
du tronc cérébral ou encore le cortex moteur. Ces résultats offrent donc la possibilité d’'une
approche IV pour I'AF. De plus, au niveau des DRG des primates injectés, ce vecteur
optimisé permet des expressions de frataxine 10x supérieures a celle mesurée aprés une
injection IV d” AAV9. Par ailleurs, ce vecteur est plus efficace dans la correction des

phénotypes du modéle Pvalb cKO que 'AAV9-hFXN utilisé pour notre preuve de concept. A
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haute dose, la capacité forte de passage de la BHE de ce vecteur, permet, en parallele de
'administration IP d’AAVrh10-hFXN, de corriger I'ataxie cérébelleuse menant a la survie des
souris traitées avec une expression durable du transgene pendant 10 mois Ce vecteur
optimisé semble donc tres prometteur pour une approche clinique de TG.

A la suite d'injection IT d’AAVrh10 chez des primates, I'entreprise décrit également
une forte expression de la frataxine dans les ganglions sensitifs et dans différents groupes
de neurones de la moelle épiniére (a tous les niveaux de la moelle) ainsi qu’une expression
relativement faible dans le noyau dentelé.

Il serait intéressant d'évaluer ces approches de TG ('AAV9-hFXN et surtout le
vecteur optimisé de I'entreprise Voyager THERAPEUTICS) dans le modéle murin FRDAkd
avec une diminution de l'expression de la frataxine suite a I'administration de doxycycline
(Chandran et al., 2017). En effet, cette souris présentant des phénotypes neurologiques et
cardiaques de I'AF, I'efficacité de I'approche de TG pourrait donc étre évaluée pour ces deux

aspects majeurs de I'AF dans un méme modéle.

2.3.2. Toxicité et réponse immunitaire

Les doses de vecteurs utilisées dans notre approche thérapeutique de générent pas
de toxicité. Cependant les souris ne sont pas les modeles animaux les plus adaptés pour
étudier la toxicité du vecteur, du transgéne ainsi que de la réponse immunitaire. Des études
précliniques sur les mammiféres de grande taille permettront d’évaluer les risques de toxicité
ou d’activation du systeme immunitaire en réponse au vecteur ou au transgéne. L'utilisation
de vecteurs recombinants, dont la population est peu séropositive pour I'AAV sauvage de
départ (par exemple 'AAV9, au contraire de | ‘AAV2 ou de I'AAV5) est idéale pour les
approches de TG. Il sera tout de méme important de tester la séropositivité des patients
avant le traitement et l'utilisation d'immunosuppresseurs sera a considérer, dés le début du
traitement pour éviter le développement d’'une réponse immunitaire contre la capside ou plus
tard, si des signes inflammatoires sont observés. Les organismes ne devraient pas
développer de réponses immunitaires contre le transgene puisque la frataxine bien que

résiduelle est fonctionnelle chez les patients AF.

2.3.3. Risques d’administration intraveineuse d’AAV a haute dose ?

Récemment, une équipe du Dr J. Wilson rapporte une toxicité sévere et dangereuse

a la suite d'injections IV de hautes doses d'un variant de I'AAV9 (AAVhu68) exprimant la
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protéine SMN chez des mammiferes de grande taille (Hinderer et al., 2018). Des injections
IV de doses élevées (2x10% vg/kg) chez trois primates et trois cochons ont entrainé une
hépatotoxicité sévere nécessitant I'euthanasie d'un des singes, une axonopathie sans signes
clinigues chez les singes et des signes cliniques d’ataxie et de perte de la proprioception
chez les cochons. Les mécanismes de toxicité n’ont pas été identifiés mais cette publication
a fait office de sonnette d’alarme dans la communauté scientifique de la thérapie génique.
Cependant, plusieurs scientifiques ont soulevé des limitations dans la validité de cette étude
(Flotte and Buning, 2018). Elle a été réalisée sur un petit nombre d’animaux (3 singes et 3
cochons) avec la méme dose de vecteur pour tous les animaux, ne permettant pas
d'analyser un effet dose-réponse. Le sérotype utilisé, 'AAVrh68, est un variant de I'AAV9
(différence de deux acides aminés) et les préparations de cet AAVrh68 peuvent
potentiellement contenir des contaminations. Flotte et Blining conseillent de ne pas réagir
trop vivement a cette publication sans lignorer pour autant. Rappelons que l'essai clinique
en cours pour I'amyotrophie spinale (SMA), basé sur I'administration IV d’AAV9 exprimant la
protéine humine SMN, permet une amélioration clinique sans précédent chez les jeunes
patients (Introduction Chapitre 2 paragraphe 2.4.2) (Mendell et al., 2017). Au regard de
I'efficacité de cette thérapie et de la balance bénéficelrisque, les essais cliniques SMA sont
toujours en cours.

Néanmoins cette récente publication de I'équipe du Dr Wilson rappelle I'importance
des études précliniques chez les mammiféres de grande taille, et, au cours de ces études,
des attentions particuliéres devront étre apportées aux DRG afin d’exclure une potentielle
toxicité. De plus, les administrations de fortes doses de vecteurs recombinants AAV de
pureté clinique sont a considérer précautionneusement. Enfin, il est évident, et ces exemples
le prouvent, que le partage et la publication de I'ensemble des données collectionnées au

cours d’essais précliniques et cliniques sont capitaux.

2.3.4. Quels patients AF pour un essai clinique ?

Dans le cas de la validation de I'ensemble des approches précliniques, le design de
I'essai clinique est essentiel. Les questions suivantes seront alors primordiales :
- Quels patients choisir pour pouvoir observer un potentiel effet dans une fenétre de
temps raisonnable sur un échantillonnage faible de patients ?
- Quel stade de la maladie sera le plus adapté pour une premiére approche de TG ?
- Jusqu’a quels stades de la maladie les symptémes seront-ils réversibles ou a défaut

stabilisés ?
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- Quelle cohorte de patients sera la plus adaptée ? Les patients correspondant a une
population trés hétérogene, il sera essentiel de connaitre leur histoire naturelle et
d'utiliser des biomarqueurs précis pour évaluer les effets thérapeutiques de

I'approche.

2.3.5. Codts et financements de thérapies géniques ?

Suite a la mise sur le marché de thérapies géniques et les succés de nombreux
essais cliniques, les questions du codt et du financement de ces thérapies sont soulevées et
discutées. En effet, a I'heure actuelle, le prix de ces approches thérapeutiques présente une
importante limite a leur développement. Par exemple, la premiére thérapie génigque mise sur
le marché, Glybera (pour le déficit en lipoprotéine lipase), était vendue a 1 million d’euros et
le médicament Strimvelis (thérapie génique pour I’ADA-SCID) colte 850000 dollars (environ
726000 €). Ces montants trés élevés refletent le colt de la recherche préclinique, de la
production et lI'administration du vecteur. Les approches pharmacologiques classiques
représentent également des codts élevés mais dispersés sur la durée de la vie des patients
(pour les maladies incurables). Par exemple, en Angleterre la prise en charge d’'un patient
AF colte entre 13000 et 21000€ par an (Giunti et al., 2013). A linverse, un traitement par
thérapie génique sera unique permettant la relativisation du codt a long terme. Néanmoins, a
ce jour, les modalités de remboursement standards ne sont pas adaptées pour payer de
telles sommes. Dans le cas de mise sur le marché de thérapies géniques, les systemes de
financement et de remboursements seront donc a revoir. De plus, en fonction du systéme de
santé du pays, la question de l'accessibilité a de telles thérapies pour I'ensemble des

patients n’est pas anodine (ou plus fort encore...).

2.4. Les approches thérapeutiques de I'AF en général

Je discuterai ici brievement de mes considérations concernant les approches

thérapeutiques de I'AF de maniére plus générale.

Dans une optique ou les approches précliniques et cliniques de TG, en apportant le
géene FXN ne seraient pas concluantes, ou si la surexpression de frataxine serait toxique et
difficile a contréler, il pourrait étre envisageable, mais plus complexe également, d’apporter
par thérapie génique le systeme CRISPR-Cas9 contre I'expansion GAA. L'expansion GAA

n'entrainant pas la production d’ARN ou de protéines toxiques, I'apport direct du géne
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thérapeutique FXN est, a mon avis, plus logique et moins risqué qu’une approche CRISPR-
Cas9 en raison des risques de coupures « off-target » dans le génome qu’apporte ce dernier

systeme.

Si une approche de thérapie génique pour l'ataxie de Friedreich est un jour
accessible aux patients, a la suite de toutes les validations précliniques et méme si elle est
efficace, je m’interroge avec toutes les précautions d’usage sur le fait qu’elle puisse corriger
I'ensemble des atteintes et symptémes des patients. Malgré une administration systémique
du vecteur, I'ensemble des organes et tissus ne sera pas ciblé. Il ne faut donc pas perdre de
vue que les patients pourront développer d’'autres atteintes, comme par exemple les souris
MCK traitées avec I'AAVrh10-hFXN en IV qui développent des phénotypes musculaires
tardifs aprés la correction de I'atteinte cardiaque. La combinaison d’un traitement par TG et
d’'un traitement pharmacologique sera alors appropriée.

De plus, quels patients auront accés a ces traitements de TG colteux ? Jusqu’a quel
stade de la maladie, un effet thérapeutique pourra étre observé ? Il serait bien utopique de
penser qu’au cours des prochaines décennies, I'ensemble des patients AF pourra bénéficier
d’'un traitement par thérapie génique.

Ainsi, bien que la TG semble particulierement prometteuse pour I'AF, le
développement des autres approches thérapeutiques reste capital. Pour ces approches
pharmacologiques, les molécules doivent pouvoir passer la BHE afin de cibler le SNC et
particulierement le noyau dentelé du cervelet et elles doivent également pouvoir accéder aux
DRG et aux nerfs dans le SNP.

Les approches ciblant la frataxine (gene FXN, expression du géne FXN ou protéine
FXN) sont, a mon avis, les plus encourageantes afin de corriger les conséquences directes
de la maladie. Parmi ces approches, I'utilisation d'oligonucléotides dirigés contre le GAA sont
plus sures et trés prometteuses. En effet, les inhibiteurs d’'HDAC, augmentent I'expression
de la frataxine en ouvrant la chromatine, des risques « off-target » restent cependant
présents. Les approches visant la fonction mitochondriale générale, les thérapies
symptomatiques et antioxydantes seront probablement également utiles en combinaison

avec les approches visant la frataxine.

A ce jour, bien que I'ensemble des éléments de I'AF ne soit pas connu et qu’aucun
traitement ne soit accessible aux patients, de nombreuses recherches de qualité dans les
secteurs académiques et privés ont permis de grandes avancées ces derniéres années,

allant de la compréhension du roéle de la frataxine dans les cellules au développement
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FARA Friedreich's Ataxia Pipeline

FARA has supported, and is supporting, these efforts by
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Figure 57 : Pipelines des traitements en cours de développement pour I'’AF en 2008 et 2017.
La comparaison de ces deux pipelines met en évidence les progrés dans la recherche préclinique et

clinique de I'AF entre juillet 2008 (A) et décembre 2017 (B) (Issu de http://www.curefa.org/pipeline).
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d'approches thérapeutigues en passant par la génération de modeles d'études et la
compréhension des mécanismes pathologiques. La Figure 57 présente les pipelines FARA
des approches thérapeutiques pour I'AF en juillet 2008 et en décembre 2017. L'analyse de la
figure rend clairement compte des avancées effectuées dans le développement de ces
approches. Sur une échelle de temps, le gene responsable de I'ataxie de Friedreich a été
identifié en 1996, il y a 22 ans et depuis, les avancées effectuées dans le domaine sont
considérables. Mon travail y apporte également une modeste contribution.

Les échelles de temps ne sont malheureusement pas les mémes pour les chercheurs
et les patients. Le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques adaptées et la
poursuite des efforts dans tous les domaines de la recherche, dont en premier lieu la TG, qui
contribueront a envisager un meilleur confort de vie des patients voire un jour la guérison de
I'’AF, sont donc des beaux objectifs. Des défis scientifiques passionnants sont a relever dans

les mois et années a venir dans les communautés scientifiques et médicales.
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Je décrirai ici les différents éléments du matériel et méthodes ne figurant pas dans le

manuscrit (Piguet, de Montigny et al., 2018).

1. Extraction des ARN et gqRT-PCR

Les ARN des DRG et cervelets sont extraits avec du TRI Reagent® (Molecular
Research Center) selon le protocole du fournisseur. Les tissus sont homogénéisés dans le
TRI Reagent® en utilisant des tubes Precellys® (contenant des billes en céramiques) et un
appareil Precellys 24 (Bertin instruments). Les ADN complémentaires (ADNc) sont obtenus
par réverse transcription avec le kit Transcriptor® (Roche®). Les PCR quantitatives sont
réalisées sur une machine Lightcycler 480 Il (Roche ®). Les quantifications sont réalisées
avec la Gapdh comme contréle interne et les couples d’oligonucléotides utilisés pour les

différents génes sont présentés dans le tableau 11.

2. Extractions protéiques, Western Blot et anticorps utilisés

Pour les Western Blot anti-ATF3, 20 ug de protéines extraites de DRG sont chargées
dans les gels et les protéines présentes sur la membrane sont détectées avec le kit de
révélation West Femto maximum sensitivity substrate (Thermo Fisher Scientific). Pour les
Western Blot anti-MBP, les protéines des nerfs sciatiques sont extraites avec un tampon de
lyse contenant du SDS (95 mM NacCl, 25 mM Tris-HCL pH8, 10 mM EDTA pH8, 10% SDS,
PhosphoSTOP, cOmplete, NaV 1:1000, NaF 1 :1000) et 20 ug de protéines sont chargées
dans les gels.

Les anticorps utilisés pour les immunofluorescences et les Western Blot sont

présentés dans le tableau 12.

3. RNA sequencing et analyse des données brutes

L’analyse RNAseq a été effectuée par la plateforme de séquencage de I''GBMC
(GenomkEast). Les librairies ont été préparées avec le protocole standard pour les ARNm
(Stranded mRNA-seq/standard quantity) et séquencées sur le séquenceur Hiseq2500, selon
les instructions d’lllumina. Les résultats bruts ont été analysés par Céline Keime. Les
séquences ont été alignées sur le génome murin mm10 (en utilisant Tophat v2.0.10 et
bowtie2 v2.1.0 aligner), I'expression des géenes a été quantifiées en utilisant HTSeq v0.5.4p3
et les genes ont été annotés avec Ensembl.
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Séquence 5' vers 3'

Nom du gene Forward Rewerse

AsnS ATTACGACAGTTCGGGCATC TCTCAGTTCGAGACCGTGTG

Atf3 AAACACCTCTGCCATCGGATGTC TCTTTCTGCAGGCACTCTGTCTTC
Gapdh TTGTGATGGGTGTGAACCAC TTCAGCTCTGGGATGACCTT

Gfp GACGACGGCAACTACAAGA GCTTGTCGGCCATGATATAGA
Krox20 AGGGAGTTGACTGTCACTCCAAGA AACGGAAAGGGCTAGCAGACCATA
Mag TCCAGGGAGCACACCGACT TGGAGCTCTCCGTGACATTCTT
Mbp CGCCACAATAACGTGAGGGTAAG CAAACACTCCCGTGGGACAATCT
Mpz CCTCTCAGGTCACGCTCTATGTCT AGCCAGCAGTACCGAATCAG
Mthfd2 AATTTGGGCTTTGCAGTGAC ACACTCCCAAAGAGCAGCTG

P75 CGCTGACAACCTCATTCCTGTCTA TTTTGCTTGCAGCTGTTCCATCTC
Pmp22 AGGCGGCCGGTTTTACATCA TGTAGATGGCCGCTGCACTCAT
Pvalb CTGCTTGGTACTGAGTGCTCATGT ACTCAACCCCTTCCCTTCCCTT
Sprrla ATCCTGCTTATGAGTCCCATTGCC TCAGGAGCCCTTGAAGATGAGGAT
TrkA CCGAGGTCTCTGTCCAAGTC GAGAAGGGGATGCACCAAT

Tableau 11 : Liste des oligonucléotides utilisés pour les gPCR.

Anticorps Application Conl(jslril;réaetion Espece Référence Fournisseur
Anti PVALB IF 1:1000 Lapin PVv27 Swan swiss Antibodies
Anti PVALB IF 1:500 Lapin PVv27 Swan swiss Antibodies
Anti AT3 wB 1:250 Souris DR1086 Merck
Anti MBP (Smi-94) WB 1:1000 Souris NE1018 Merck
Anti CNX WB 1:1000 Lapin C-4731 Sigma Aldrich

Tableau 12 : Liste des anticorps utilisés pour les immunofluorescences et les Western Blot des

résultats supplémentaires au manuscrit.
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4. Souris Pvalb Fxn mT/mG

Génotype des différentes souris utilisées:

Pvalb mT/mG : Pvalptm(Cre)ArbrJ : Gt(ROS A)2GSOrtm4(ACTB—thomato,—EGFP)Luo/.]

Pvalb cKO mT/mG : Exn L3/L—; PvalptmL(Cre)Arbr/J : Gt(ROS A)2680rtm4(ACTB—thomato,-EGFP)Luo/J
Pvalb cWT mT/mG : Exn +/L3; PvalptmL(Cre)Arbr/J : Gt(ROS A)2680rtm4(ACTB—thomato,-EGFP)Luo/J
WT mT/mG : Fxn +/L3; Gt(ROSA)2680rtm4(ACTB-thomato,-EGFP)Luo/J

5. Isolement des neurones proprioceptifs des souris Pvalb cKO mT/mG et de leurs

contrbles

Adapté du protocole du Dr M. Hishi, disponible sur internet.

Au cours de la dissection et de la dissociation des DRG, il faut travailler au maximum

Q-

I'obscurité pour ne pas éteindre la fluorescence GFP endogeéne.

5.1. Matériel nécessaire pour la dissociation des DRG pour un tri par FACS

HBSS 1x (- CaClz, - MgClz) (gibco ®, 14175-053)

HEPES Buffer Solution (M) (gibco ®, 15630-056)

Papain (Worthington, LS-003126)

DMEM/F-12 (1 :1) (gibco ®, 11320-074)

DNasel recombinant, RNase-free (Roche, 04716728001)
Collagenase (Sigma Aldrich, C0130)

RNase inhibitor (RNaseln Life Technologies, 40units/ul)

PBS 1x (+ MgClz + CaCl)

Filtre filcon, sterile, syringe type, 50um (BD Biosciences 050-47S)

O O 0O 0O 0O 0o o o o

5.2. Dissection des souris

Les souris sont euthanasiées avec une injection intrapéritonéale de kétamine-
xylazine (300/13 mg/kg) et perfusée avec 10mL de PBS 1x. La téte de la souris est coupée
et 'animal est fixé sur le ventre. La peau et les muscles du dos sont enlevés pour accéder a
la colonne vertébrale. L'animal est alors placé sous une loupe binoculaire et les vertebres

sont coupées a droite et a gauche de la moelle épiniére, jusqu’'a la queue de cheval. La
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moelle épiniére est ensuite délicatement retirée en coupant les racines dorsales avec des
ciseaux fins. Les DRG, alors visibles et accessibles, sont prélevés avec une pince fine et une
paire de micro ciseaux, collectés dans 1mL de solution HBSS, HEPES 10mM (solution
filtrée) et maintenu sur glace jusqu’a la fin des dissections (dans des tubes eppendorf de 1,5
mL).

5.3. Dissociation des DRG et FACS

5.3.1. Premiere étape de dissociation

A la fin des dissections, les tubes contenant les DRG sont centrifugés a 2000 rpm
pendant 5 minutes a 4°C et le maximum de surnageant est enlevé en utilisant une pipette
P1000. Les DRG sont ensuite incubés dans 1 mL d’'une solution de papaine (15unités/mL de
papaine dans une solution HBSS, HEPES 10mM filtrée) a 37°C pendant 20 minutes. Cette
dissociation chimique est suivie d’'une dissociation mécanique avec la pipette P1000 puis la
P200 avec des mouvements de vas et viens. A cette étape, les DRG sont fragilisés mais non
totalement dissociés. L'activité de la papaine est ensuite inhibée avec I'ajout de 500 pL de
DMEM/F12 + 10% sérum bovin feetal (FCS, foetal cow serum) (solution filtrée).

5.3.2. Deuxiéme étape de dissociation et lavages

Aprés une homogénéisation a la P1000, les tubes sont centrifugés a 2000 rpm
pendant 5 minutes a 4°C. Aprés avoir enlevé le surnageant a la pipette, 250 pL de
DMEM/F12 + 10% FCS (filtrés) sont ajoutés aux DRG. Aprés une homogénéisation a la
P1000, 750 pL d’'une solution de collagénase/DNasel (collagénase 2 mg/mL, DNasel
1 :50°me, dissout dans une solution DMEM/F12 + 10% FCS) sont ajoutés dans les tubes
(concentration finale de la collagénase : 1,5 mg/mL). Suite a 'homogénéisation a la P1000,
les DRG sont incubés a 37°C pendant 20 minutes. Une trituration des neurones a la P1000
et a la P200 permet ensuite de dissocier complétement les DRG. Les cellules sont
centrifugées a 2000 rpm pendant 5 minutes a 4°C, le surnageant est délicatement enlevé a
la pipette (30 uL sont laissés pour ne pas perturber le culot cellulaire) et 1 mL de DMEM/F12
+ 10% FCS (filtré) est ajouté aux cellules. Aprées une homogénéisation, les tubes sont
centrifugés a 2000 rpm pendant 5 minutes a 4°C. Le surnagent est enlevé (en laissant 30uL
sur le culot) et 500 uL de PBS + 5% FCS (filtré) contenant 0,1lunités/uL de RNase inhibitor

sont ajoutés. Aprés une homogénéisation a la pipette, les tubes sont centrifugés (2000 rpm,
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5 minutes, 4°C) et le surnageant est enlevé. Ces étapes de lavages avec la solution PBS,
10% FCS, RNase inhibitor sont répétées deux fois (trois lavages au total). Au cours du
dernier lavage, les cellules se dispersent tres facilement. Aprés la derniére centrifugation,
300uL de PBS, 5% FCS, 0,lunités/uL RNase inhibitor sont ajoutés aux tubes. Aprés
homogénéisation, les cellules sont filtrées (filtre filcon) et collectées dans des tubes de FACS
(BD biosciences 352063).

5.3.3. Isolement des cellules GFP+ et GFP- par FACS et analyse des échantillons

Les cellules dissociées et filtrées sont isolées avec le trieur de cellules BD FACSAria
Fusion dans le service de cytométrie en flux a 'lGBMC (taille de la buse: 100 um). La
population de cellules GFP+ est encerclée et les populations GFP+ et GFP- sont triées et
isolées dans des tubes contenant un tampon RLT + B-mercaptoéthanol (kit d'extraction de
I'’ARN RNeasy Micro Quiagen), 75 pL pour les cellules GFP+ et 300uL pour les cellules GFP.
Les échantillons sont conservés a -80°C jusqu’a utilisation. Les ARN sont extraits en suivant
le protocole du fabricant. L'étape de reverse transcription est effectuée sur 11 uL d’ARN
avec le kit Superscript IV Reverse Transcriptase (Invitrogen) et les ADNc sont conservés a -
20°C. Les PCR quantitatives sont ensuite effectuées sur une machine Lightcycler 480 Il
(Roche ®) en diluant les ADNc GFP+ au 1 :10°™ et les ADNc GFP- au 1 :15°™ ou 1 :20°me,
Les quantifications sont réalisées avec la Gapdh comme contréle interne et les couples

d’oligonucléotides utilisés pour les différents genes sont présentés dans le tableau 11.
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Compréhension de la neurophysiopathologie de I'ataxie de Friedreich
et développement d'une approche de thérapie génique
dans un nouveau modele murin.

Résume

L'ataxie de Friedreich (AF) est une maladie mitochondriale caractérisée par une ataxie sensitive et
spinocérébelleuse, une cardiomyopathie et du diabete, pour laquelle il n’existe pas de traitement.
L’AF résulte de niveaux réduits de frataxine (FXN), une protéine mitochondriale impliquée dans la
biosynthése des centres Fe-S. La neurophysiopathologie précise de la maladie n’est pas identifiée
et malgré d'intenses progrés ces dernieres années, il n‘existait pas de bon modele pour développer
des approches thérapeutiques visant a stopper ou réverser |'atteinte sensitive de I’AF. Nous avons
donc généré un nouveau modele murin qui récapitule I'ataxie sensitive et la neuropathie associée
au déficit en FXN. Plusieurs mécanismes moléculaires affectés en absence de FXN dans les
neurones proprioceptifs, primairement affectés dans I'AF, ont été identifiés. Nous avons
également démontré I'efficacité d'une approche de thérapie génique, basée sur I'utilisation de
vecteur adéno-associés (AAV) exprimant la FXN humaine, pour réverser la neuropathie,
établissant la preuve de concept du potentiel d'une telle approche pour I'atteinte sensitive de I'AF.

Mots clés: Ataxie de Friedreich, neurophysiopathologie, neurones proprioceptifs, thérapie
génique, AAV

Résumé en anglais

Friedreich ataxia (FA) is a rare mitochondrial disease characterized by sensory and spinocerebellar
ataxia, hypertrophic cardiomyopathy, and diabetes, for which there is no treatment. FA is caused
by reduced levels of frataxin (FXN), an essential mitochondrial protein involved in the biosynthesis
of Fe-S clusters. To date, FA precise neuropathophysiology is not identified and despite significant
progresses in recent the years, there was no good model to develop therapeutic approaches in
order to stop or reverse the sensory ataxia associated to the FA. Thus, we have generated a new
neuronal mouse model that recapitulates the sensory ataxia and the neuropathy associated to
FXN deficiency. Several molecular mechanisms dysregulated in the absence of FXN in the
proprioceptive neurons, primarily affected in FA, were identified. Furthermore, we have
demonstrated the efficacy of a gene therapy (GT) approach, based on the delivery of adeno-
associated vectors (AAV) expressing the human FXN, to reverse the sensitive neuropathy, thus
establishing the preclinical proof of concept for the potential of GT in treating FA sensitive
neuropathy.

Key words: Friedreich ataxia, neuropathophysiology, proprioceptive neurons, gene therapy, AAV.
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